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I N T R O D U C C I Ó N 
Iniciamos este trabajo con la finali-
dad de estudiar la dotación a<2 los flavonoides del C. 
Limonum var, Eureka. La realicac experimental nos ha 
mostrado lo ambicioso de nv.ítvo propósito,ya que a 
pesar de los logro.': conseffuicics al identificar diferen-
tes flavonoides en la hoja, cox^teaa y flor, hemos com-
probado que existen otíos e.-i '::anti<I.-.;ce3 minoritarias, 
los que sólo hemos podido tiixroctiU"* coiriO indicios. Pese 
a nuestro deseo de abordar el tema cxhciustivaniente, re-
conocemos que queda abierta I:- inv<.L^ t'.igación sobre el 
mismo, para nosotros y para i. cros ii^vcstigadores. 
Como co:'iipcn?c-.ción r- lo expuesto, he-
mos tenido la satisfacción tlt. enco?. Ivav unas relaciones 
entre las respuestas cspectr-.-lcs de la.*> flavonas y sus 
C-glic6sidos en el ultravioicla, en r.,odio nevitro, y 
las estructuras de las mis¡ar-5', lo c.o^ nos ha servido 
de una gran ayuda, y estimariVi.' axie oou.jtituye una de 
las más importantes aportacioi.os óe t"Stc\ tesis. 
J U S T I F I C A C I Ó N 
F I N E S 
1.2 JüñTIFiOAOIüií y PINBS 
i.a roal iy .ación de é s t a t e s i s e s t á j u s -
t i f i c a d a por l o e r.ifjuie.uff. s conceptos : 
1 2 , - Cor,i::.rcial e Tur.li;atT':..il:::onte e l f j i t rus Liinonijm, 
varTi-.Hjo.c 2v:".'::.', a: ..iv/ i júportante en Estados 
Uiij.cios y 01» I t a l i a , en cioiióo están, l a ittayoria 
de l o s cultivo- ' í ; BA "JsDaría, nos emcontravnos en 
un per iodo <. '• ac iaptaciói y acl iuiat a c i ó n . 
2 2 . - El conoci-:'>3¿:.ií:o de lo; co tac ión i^lavonoidea de 
l a var iedad .:):rc]:a c:. ir.tcrcc-.aiite desdo lo s s i -
guió; i t e s pu .'tV-; <íe vi:.!-.f.:: 
a) TcirvO-.üiuico, l-acsto que pormite e s t a b l é -
celo u.-.ia clr . ' ; ; ;f ioación bo tán ica basada en 
e l .u nl is i ' . ; c\.-.5ü.itativo de l o s f l a v o n o i -
clcs, 
b) BJ()r.;...i¡nico. viu". po^'i.iito conocer l a d a t a -
ció.x i'lavc/ic-rit." :a y su .f'Uiíción e s p e c í f i c a 
en cr; .a parí:.-, á órgano, de l a p lmi ta ; 
l a cvülució. : c t.- l a viis^iia a l o l a rgo de 
su v ido ; y iris infl i .-cncias eco lóg icas 
quo pL'.s'Jiej'-..'. '^.iTc'Ctarlas, a s í cono l a po-
sible" inte.;:..:; 1 ación con determinados bio-
elementos, enzimas, y otras sustancias. 
c) Farriiacol6gico. Por sor bien conocida 
su influencia sobro la pcr.i'cabilidad 
capilar asi cerno por pos^ íer algunos 
de ellos propiedades diuréticas, car-
dio tónicas, anti\Tr(5:;iicas, etc, y otras 
posibles propiedades nuevas, 
d) Fungistáticc. Algunos derivados muy 
rnetoxilacos presentan ésta propiedad 
y ejercen una acción protectora sobre 
las distintas partes de la planta, 
c) Sdulcoranto. i;oter.s(inadas chalconas 
de flavanonas tiono.i potí:ntes propie-
dades edulcorantes. 
32.- Para efectuar el estudio de cadr-í uno de los fla-
vonoides de la variedad ¿urolea, nos apoyamos en 
las siguientes técnicas.: 
a) iáxti'acción, eraploando disolventes do 
distinta polaridad, 
b) Aislaiaicnto, separación y purifica-
ción de caca uno do los conpuestos 
por cro'íatografía en coli^nna y papel. 
c) Identificación» Pora lo que hemos 
utilizado los sI'j.iientGs ru-f:todos: 
1) Reacciones de color. 
2) L'ístudio espectral en U.V. en me-
dio neucro, 
3) Kstudio espectral en U.V. con 
reactivos alcalinos. 
4) Estudio espectral en ü.V. con reactivos 
metálicos, 
5) Croí.iritografía en p a p e l . 
6) Cromatografía oa capa fina. 
7) íSstudio de las agliconas y azúcares, 
en los respectivos hicrolizados, pov 
cromatografía on papel y capa fina. 
8) Hidrólisis alcalina para el estvióio del 
anil3o 3. 
2. A N T E C E D E N T E S 
2.1. GEMKRALIDADSS .'SOyRPJ fSL CTTRÜS LIKOi^ UM 
VARIEDAD BüREKA 
El limonero Eureka es xia árbo» de tamaño pequeño. 
Tio=ie hojas grandes ae color verde oscuro con ápice 
redondeado. El fruto es de mediano tamaño, de forma 
elíptica y pezón pequeño. Su corteza es ligeramente 
rugosa y do mediano espesor. La pulpa es de grano 
fino, color amarillo verdoso y muy jugosa. El zumo es 
claro, ácido y aromático. Genvralmeíite con pocas 6 
ninguna se?.iilla. 
Las flores, comúnmente conocidas con el nombre 
de azahar (del árabe azhar = flor), ison generalí.tente 
heriaafroaitas, .de tamaño mediano, de aspecto céreo y 
color gentíral/nente blanco, teííidas do rojo púrpura 
en e] dorso de los pétalos, cuya cara ventral es blan-
ca, marcando tonos rojizos cuando están en capullo. 
Son fragantes de aro:.:a "sui generis" muy delicado. Na-
cen en las axilas d'- las hojas. 
SI limonero puedo florecer en cualquier épo-
ca dentro del periodo vegetativo de la planta, si bien 
curante la ririmavera es cuando lo hace con mayor in-
tensidad . 
Bl Rurelca es la variedad más cultivada en 
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California por su gran rendimiento. La cosecha más 
importante tiene lugar de octubre a diciembre, y de 
marzo a mayo presenta otra de menoi' importancia. 
Existen grandes discrepancias entre los 
botánicos acerca de la clasificación de los agrios, 
puesto que unos los incluyen entre las auranciáceas y 
otros entre las rutáceas. 
ente orden: 







Sspecie C. Limonum. 
2.2 EXTRACCIÓN 
Lai> extracción de los iPlavonoides a 
ptirtir de productos vegetales no presenta grandes 
inconvenientes, aunque en ciertos casos puede ser 
necesaria una purificación inicial del extracta, 
Aíites de iniciar la cxtracotón üeben 
inhibirse previamente, en la materia vegetal, las 
acciones enziraáticas y bacterianas, lo que se logra 
por tindalización ó por congel-'ción a -202C, -302C, 
con objeto do evitar alteraciones de los componentes 
termosensibles. Dentro de la Cfíílula vegetal existen 
diferentes tipos de enzimas que pueden alterar los 
componentes fenólicos, tal es la acción de las poli-
fenol oxidasas y glicooxidasas. 
Los polifenoles en general y entre 
ellos los flavonoides en pai'ticular, on los productos 
vegetales van acompañados de sustancias no fenolicas 
que interfieren en el proceso de extracción. Por ello, 
es conveniente efectuar una extracción previa de es-
tas sustancias no l'enólicas ¡.lediante un tratamiento 
previo con disolventes no polares ( éter de petró-
leo, benceno, cloroformo, hexano, etc.), seguido de 
una extracción con disolventes polares ( alcoholes, 
agua, etc.). 
10 
Con los disolventes no polares se eli-
minan prJncipaln'cnte grasas, ceras, clorofilas, cloro-
filinas y carotenoides; así como tí-mbién ciei-tos fla-
vonoidos rnuy metoxilados en forma de agliconas. 
El metanol y etanol suelen ser los disol-
ventes elegidos por presentar ventajas, tales como su 
fácil eliminación, su carencia de respuesta espectral 
en la zona del ultravioleta, inhibir las acciones hi-
drolíticas que pueden tener lugar en este proceso, y 
su relativo bajo precio. 
La extracción se puede realizar en frío 
(percolación), ó en caliente (Soxiilet); debiéndose pro~ 
ceder a la eliminación de las pectinas arrastradas en 
el extracto por filtración en frío; efectuándose segiAi-
damente la concentración de dicho extracto al vacío y 
a baja temperatux'a ( Rotovapor ). 
La purificación ds los extractos es un paso 
aconsejable en determinados casos. Para este objeto 
pueden emplearse diferentes procedimientos, tales co-
mo el empleo de Aiaberlitas específicas, carbón animal, 
sales de plomo, sistemas cromatográficos y disolventes 
selectivos. 
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2.3. vSISTBMAS CROMATOGRAFICOS. 
2.3.1. CROHATOGRAFIA BN COLUMNA. 
Hichael Tsweet, 1903, íiescubrió la cro-
ma^ografía de adsorción. Halló quo loü pigmentos vege-
talGS, tales como la clorofila pueden separarse fil-
trando su disolución, en éter de petróleo, a través de 
una columna de carbonato calcico. 
La cromatografía quedó prácticamente 
olvidada hasta 1931, fecha en que iChun y Lederer la 
desarrollaron ampliamente. 
Martin y Synge, 1341, utilizaron la 
croiiíatografía de repai^ to, empleando gsl de sílice y 
agua; Straún, 1942, fué el primero que aplicó la cro-
matografía a la separación de los compuestos flavonoi-
dcos. 
En los últimos años se han perfeccionado 
y desarrollado técnicas de aiiálisis cromatográfico y 
estudiándose ampliamente la influencia de los adsorben-
tea y su preparación, las de los disolventes, la velo-
cidad de desarrollo, y los métodos de elución. 
Se han publicado un elevado número de 
trabajos sobre la separación de flavonoides por croma-
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tografía eri columna, tanto a partir de extractos vege-
tales como de hidrolizados. 
Dentro del gran aúmero de adsorbentes 
que se utiliv.',an en cromatografía, nos he;nos basado en 
el Sephacex para el desarrollo de nuestra parte experi-
mental . 
El Sephadex es un dextrano modificado en 
el qxie sus macromoléculas se unen para formar una red 
tridimensional de cadenas ce polisacáridos. 
Gelotto, 1960, ha demostrado que el Sepha-
dex, tiene tendencia a la adsorción de compuestos aro-
máticos, esp'ácialmonte fenoles. 
Sjovall y Vihko, 1966, han empleado con 
éxito el tip-; LH-20 para separaciones aíjalíticas de com-
puestos heterocíclicos aromáticos} Wilf-on, 1962, separó 
una mezcla de isoflavonas y pudo establecer una cierta 
relación entre el volumen de elución y la estructura. 
yilk, 1966, Janson,i967 y Jhonston,l968, 
emplearon con éxito colunmas de Sephadex para la separa-
ción de flovonoides do diferentes extractos vegetales. 
Coffin, 1971 y Tomás, 1972 y 1973, han uti-
lizado la cromatografía en columna do Sephadex, de dife-
rentes tipos, para productos cítricos y flavonoides puj^ oü 
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2.3.2. CROKATOGRAFTA SOBRB PAPBL 
La crojnñtogi''afía sobre papol es una de 
las técnicas más sinynes y antigiAas dentro de la cro-
matografía. La sepaxvición de lo^ productos se efectúa 
sobre papel, en tiras ó en hojas, según las necesidades, 
so puede trabajar con <liferentes tipos de papel en los 
que varía el espesor y el desarrollo. Para cromatogra~ 
fía preparativa se puede usar el v/hatman n23, ó el 
What/nan 3MM, y para separaciones el yhatfaan nS3 y ns : 
Consden, Gordon y Martin, 1944, fueron 
los prinieros en utilizar el papel para cro/natografía 
sustituyendo la sustcincia sopoi'te, gel de sílice, por 
tiras de papel, 
Los disolventes más ea^leados, 6 más ge-
neralizados, son el butanol- ac. acótico - agua, en di-
versas proporciones; el Forestail ; el ácido acético 
a concentraciones superiores al :jc V^ para agliconas, y 
por debajo del 30 % para los glicósidos; el butanol-
ac. acético- agua, para glicósidos ó agliconas. 
Hl butanol-ac. acético-agua es el más im-
portante en el estudio y separación ce flavonoides. 
Este oisolvente fué itiicialmcato propuncto por Partrid-
go, 1947, para la separación de ar.úcaví.j, y utili7,ado 
por liate-ümith, 1940,para la í:ep£ir=»c:ión c'.e flavo-io.icies. 
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Con el tiempo, en los eluyentes se producen 
esterificaciones, por lo qv.e los valores de 8£ no son 
renroducibles en estos casos; de aquí la conveniencia 
de preparar el disolvente cuando se vaya a utilizar. 
El disolvente Forestal: ac. acético~agua-
ac. clorhídrico, (30,10.3),(v.v.v), fué propuesto por 
Bate-Smith, 1945, para la sepai;ación do antociáaidirias, 
y posteriormente se ha comprobado su utili7.ació:''t para 
las aglicpnas de flavonoides; a pesar de tener el in-
conveniente de no poderse emplear en cromatografía prv.--
parativa, puesto que el ácido clorhídrico que lleva en 
su composición hidrolizaría los glicósidos; este disol-
vente tiene la ventaja de separar los glicósidos e im-
purezas que contenga la muesti'a de los glicósidos fla-
vonoideos, dado que mientros el valor del Rf de los 
primeros es muy elevado, (superior a 0,75)» el de sus 
agliconas es más bajo. 
El ácido acético diluido, como disolvente 
sólo se utiliza para la separación de los glicósidos 
df» las agliconas, ya que estas no se desplazan prác-
ticamente. 
Los disolventes acuosos, incluso el agua 
destilada, permiten una buena separiición de los com-
puestos flavónicos, Uoberts, 1956. 
M A O R ! O 
DIBLlOTíC-» I 1 5 
C I E N C I A S 
Mabry, ííarkham y Thoir.as, 1970, han uti-
lizado el ácido acético al 15 % para la cromatografía 
mono y bidi;r.ensioí)al; complejaentándolc con el e¡npleo 
del T B A ( butanol terciario- ac.acético-agua) ,(3^.1.1), 
(v.v.v). 
Bate-Smith, 1949, propuso el empleo de 
una mezcla de m-cresol, ac.acético y agua, en la pro-, 
porción volumétrica (50.2.48). Bste disolvente tiene 
el interés de que para los glicosidos presenta un orden 
de valores de Rf diferente a los que se obtienen con el 
butanol-ácidü acético-agua, (4*1.5). 
Lebreton, 1967, ha utilizado el ¿^ cido 
acético al 60 % para la separación de los flóvonoes, 
las flavonas y los dihidroflavonoles. ííoi-ovitz, 1960, ' 
emplea ac.ací-^ tico al 50 % para la separación de aglico-
nas de flavonas y flavonoles por cromatografía sobre 
papel. Goutili y Horowitz, 1968, han trabajado con 
ácido acético al 10 y al 30 %, para la identificación 
en Citrus de los C-glicósidos de la apigenina y deila 
diosmetina. 
Observación de cromatogramas 
Muchos do compuestos flavonoideos son 
incoloros a la luz visible, pero adquieren color ama-
rillo cuaiido se pulverizan con una di'iolución alcalina, 
o por la ex;>úsición de los cromatogra.'fis a los vapores 
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de una disolución concentrada de anioníaco. Geissman, 
1962. El examen a la lus ultravioleta es el método más 
generalizado. 
Se acostumbra a revelar los cromatogra-
mas mediante un procedimiento mixto, que consiste en 
la exposición a los vapores de ajnoníaco, observando el 
cromatograma a la luz visible y en el ultravioleta. 
Harborne, 1967, resume los resultados 
de la observación de los flavonoides, a la luz ultra-
violeta, de la siguiente forma: 
A.- Los flavonoles y sus heterósidos, en los que 
el grupo -Ori en posición 3 está libre,muestran manchas 
amarillas, cuyas diferencias de tono son lo suficiente-
mente nítidas para utilizarlas en la identificación de 
estos compuestos: el kaempferol, amarillo-verdoso; la 
isorhamnetina y la quercetina, amarillo; y la mirice-
tina, a»n¿\rillo dorado. 
B,- Las flavonas y los deriv.víos de los flavono-
les en los que el -OK en 3 esté ligado a una combinación 
glicosídica, en la observación directa a la lus ultra-
violeta aparecen manchas marrón oscuro, las que cam-
bian de color a amarillo brillante cuando se exponen 
». la acción directa de los vapores del amoníaco. 
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C - Los flavouoles que no posean -OH en la po-
sición 5» caso de la Pisetina y la robinetina, presen-
tan a la luz ultravioleta fliiorescencia améirilla, 6 
amarillo-verdosa, 
D.- Tanto las flavéinonas como las isof'lavonas 
son dificilir.ente detectables por observación directa 
a la luz ultravioleta; pero cuando esta obsei^ vación 
se efectúa en presencia de vapores de amoníaco la 
coloración es amarillo-pálida ( naringenina, hcspe-
retina y oriodictiol). 
B.~ Las chalconas presentan color amarillo cuan-
co se observan a lá luz visible, y marrón en la luz 
U.V., color c^ ue vira a rojo en presencia de vapores 
amoniacales. 
Los reveladores más utilizados son : 
el CI3AI anhidro al 1 % en etanol; el reactivo de Davi-
deck (Davideck, 1961); bencidina .diazotada, Koch , 
1938,y el reactivo de Neu, 1957. 
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2.3.3 CROIiATOGRAFIA Bíl CAPA Pili A 
Izüíailov y Schreiber, 1S>38, ensayaron 
por primera vez la croiiíatocjrafía orí capa fina, exten-
tliéüdo óxido de aluiitiuio sobro placas ció vidrio. Pos-
tor iorcienteí ííeirúiará y Hall, 1949, omploaron el almi-
dón, como agliitinautc.para lograr una r.-.ayoi' estabilidad 
de las placas preparadas 
Reitseíaa, 1954, elaboró croiaatoplacas 
para utilizarlas en cromatografía bidimcnsional. 
Sthal, 1956, logró datos rcproducibles 
y concretos con éstas técnicas. 
Las ventajas pi'incipalcís de la croma-
tografía «obre placa, respcicto a las do ;>apel, son: ma-
yor nitidez , sensibilidad, rapidez en el desarrollo ¿e 
las crojuatoplacas y mayor duración de las placas revela-
das. 
Con un buen disolvente, un lecho adecua-
do y un grado de satxiración satisfactorio, el desarrollo 
de una croMntoplaca se puede lograr entre media y u.'\a ho-
ra, mientras que ima cromatografía en papel necesita siem-
pre más de dos horast Las dÍMensionos más corrientes de 
las placas son do 5:Í20, 10::20, 20:C2Ü, y 40;:2C C>ST.E1 espesor 
de una placa para cromatografía preparativa os de 2,5 mm, 
y el de una para fines identificativos de 0,25 "W. 
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Los adsorbentes rr.ás empicados en este 
tipo Go cromacogrofía son el gol de sílice, el óxido 
Qc alUiMiiiio, la celulosa, la poliamida y el Sephaüox, 
A pesar de haberse utilizado muchos ti-
pos do gol do üilice, los más eaploados son los tipos 
G y H f¿-.bricacLos por la casa Merck. 51 tipo G contiene 
un 13 % de yeso y el ta;.iaílo de r.us gitanos es de 5 a 
25 mieras. Kl tipo H presenta aiü^ logas características 
morj?ológicas y de tamafio que el anterior, pero no con~ 
tiene agiuti.uuitfs orgánicos ni yeso. 
líl óxido do al^ r^ainio es apropiado para 
la separación de terpsnos, alcaloides, csteroidos, com-
binaciones firor-iáticas y ¿ilifáticas. Aunque existen va-
rios tipos de óxidos do aluminio,el más o.vpieado es el 
tipo G, Merck, que tiene reacción alcalina y al quo con-
viene calentar durante media hora a 1202c antes de su 
utilización; su actividad es menor' que la dol gel de 
sílice, Merck, del tipo G. ¿Jl óxido ce aluminio, TLC, 
Serva, no contiene aglutinante y presenta reacción dé-
bilmente alcalina. 
SI kieselgur más empleado es el tipo G 
Merck; este producto tiene una mayor ranidoz de adsor-
ción que el gol de sílice G, y qtic el óxido ce aluminio G. 
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Existen varias clases de polvo de celulosa 
sia modificar que se cinplean en croinatografía en capéi 
fina. La casa Machorey y Nagol fabrica celulosa en pol-
vo, MN 300, exenta de j'-eso, con y sin 3 indicador de fluo-
rescencia. 
Un buen adsorbente en cromatografía de capa 
fina es la poliamida con la que vuedo separarse los 
glicósidos y agliconas de flavauonas. Estas placas 
tienen el inconveniente de sor muy frágiles, Albach y 
Redman,1969» la emplean para la separación de los ci-
troflavonoides, y Coffin, 1971 separa las flavanonas de 
algunos cítricos. 
Sluyentcs: L'l tipo de eluyente a emplear de-
pende del adsorbente que se utilice y de los productos 
que se tizate de separar. 
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2.4. REACCIONES DB COLOR 
Bn los fiavonoides aislados y purifica-
dos puede estudiéirse la identificación de su grupo 
por diferentes reacciones de color, tanto en la luz 
visible como en la ultravioleta. 
Las respuestas coloreadas responden 
tanto a la estructura básica, como a la presencia de 
determinados sustituyentes. 
Por no haberse encontrado reacciones 
específicas SG recurre a varias de ellas para recono-
cer la identidad, a priori, de las flavonas, flavonoles, 
glicósidos en 3 de flavonoles, flavanonas y chalconas. 
Para mayor garantía de los resultados 
se deben analizar los espectros en el ultravioleta de 
los fiavonoides disucltos en medio neutro (metanol o 
etancl), que es el medio más aconsejable para practi-
car las reacciones coloreadas. 
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Conjunto de reacciones ÓG color para el reconocimiento 
de grupos flavonoldeos» 






- Amarillo, rojo. 
- Rojo, magenta. 
- Rojo, magenta, violeta, ó azul. 
- Amarillo, naranja, rojo 








Amarillo, naranja 6 marrón 
Amarillo naranja en £río 
y rojo en caliente. 
Amarillo, naranja ó rojo. 
Incoloro, amarillo-débil 
CIH 4. Zn 
Flavonas - Rojo 
Flavonoles agliconas - rosa oscuro 
Flavonoles glicósidos- rosa claro 
Plavanonas • - i¡psa. 
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CI3AI 
Flavonas - Amarillo 
Flavoíioles - Araarillo verdoso 
Flavanonas - Azul verde f l u o r e s c e n t e 
Cxialcoaas - AiVicirillf;nto. 
SO4H2 conc . 
Flavonas - Amar.intonso 6 amar, rojizo 
Flavonoles - Amar, naranja fluorescente 
Flavanonas - Naranja carmín 
Chalconas - Naranja rojo 
Dihidrochalconas - incoi. ó amar, débil. 
Las ag.rupaciones elegidas son las 
ex3 55tentes en los Citrus. 
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2 .50 . ESTUDIO KSPSCTlíüFOTGMi-JTaiCO SN U.V. DS fl.AVOIIOIDüS B;N 
\',¿olO NSüTiíO 
Se iiau publicaí.ü iturné-rosos t r a b a j o s 
sobre o spec t ro ro tomot r í a ce f l avonoiues oa U.V. co:i 
obj€íto ae ro1.<?.cionar l a s es t iuctui^as co-i l a s rei;.>ues~ 
t a s e.sproctrales. A es to rosucrcto son funo?4mG>.itales l o s 
t r a b a j o s ce Gtyi.ss!nan,lS62, Juro.,lfj62, Iiarborue,19C4, y 
¡•:abry,1970" . 
No e x i s t e n unas l e y e s f i j a s qve e s -
t ab l ezcan 3 a r-.l ac ión e i i t re l a s r e s p u e s t a s en -u l t r av io -
l e t a ce l o s f lavonoidos y sus e s t r u c t u r a s , ya que l a 
i n t e r p r e t a c i ó n 'ie l a s modióas se r e a l i z a sobre una ba-
se c :^pír ica , o:-, l a mayoría de lo? c a s o s . 
ToOa.v l a s 5-.u:;taicias f e . ió l i cas p r e -
sen tan tina fuferte absorc ión en l a rog ióa col u l t r a v i o -
l e t a . En l a ta-bló I se exponen l a s r e s p u e s t a s e s p e c t r a -
l e s en Ü.V, (te a lgunas ció l a s f n a i l i a s f e n ó l i c a s , según 
Gcisnúian, 1962. 
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TABLA - I ESPECTROS DE ALGUNAS PAÍ4ILIAS 
D3 PÜLIFEilOLES. 
F a m i l i a 
P l a v o u a s 
F l a v o n o l c s 
F l a v a n o n a s 
I s o f l a v o i í a s 
C h a l c o n a s 












Geissman, 1962, tratando da sistemati-
zar los máxÍ3!ioñ observados, considera dos bandas cro-
máticas: la banda I, comprende el intervalo de 320-380 nm, 
y la banda II, entre 240-270 nm, para flavonas y flavo-
noles. 
Tomás, 1972 , p ropone u n a s b a n d a s más 
cui ipl ias , d e s i g n a n d o como banda A a l a zona cojí iprendida 
e n t r o 300-450 nm, cono banda 13 e n t r e 240-300 nra y como 
banda C e n t r e 200-240 nra. 
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La variación ce la posición e inten-
sidad de la longitud de onda del máximo, ó inflexión, 
en cada banda depende del tipo de resonancia. En los 
derivados con dobles enlaces en posición 2-3 se pro-
áüce un efecto de conjugación entre los cinillos A y B, 
lo que explica la interrelación de la resonéincia re-
lativa entre dichos anillos; por lo qué » las res-
puestas de éstos derivados pueden considerarse intcr-
dependientes. Debemos tener en cuenta, que el anillo 
A dá su respuesta en la Banda II, y el anillo B la 
expresa en la Banda I, aunque existen respuestas co-
mune£% debidas a la resonancia conjunta entre los ani-
llos A y B por efecto de conjugación. 
Para explicar el comportamiento de 
deter-minadas respuestas espectrales condicionadas por 
la presencia de ciertos sustituyentes que producen re-
sonancias específicas, Jurd, 1962, considera la coe-
xistencia de tres estructuras fundaraentales: 
Benzoilo (l), Cinainoilo (ll) y Garnma-pirona (lll) 
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Bi íji'upo ciiiamoilo explica el 
comportamiento de los sustituyentos que existen en 
el anillo B, y.qixe se manifiestan, principalmente, 
en la Banda I. iiJl benzoilo explica el comportamiento 
de los flavonoides con sustitayentes en el núcleo A, 
especialmente en la posición 7, con respuesta espec~ 
tral en la Banda II. 
La gamma-pirona explica el comporta-
raientü del sustituyente en posición 5 y el sistema 
de relación resonante con el grupo carbonilo, cuya 
respuesta se muestra en la bcinda B. 
Las flavanonas y los flav añonóles por 
carecer de doble enlace entre las posiciones 2 y 3 
no pueden adoptar dichas configuraciones. 
Las chaicenas podrían presentar las 
formas benzoilo y cinamoilo, (IV y V) respectivamente. 
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En general, la introducción de grupos -OH, 
6 metoxilos, en el anillo A incrementa la resonancia 
del mismo y tiende a aumentar la inten«?icad y longitud 
de onda en la Banda II. Por ejemplo, la conversión 
de flavona en crisina (5-7 di-OH Plavona) produce un 
desplazamiento en intensidad y un efecto batocrómico 
de 20 nm, transformándose el máximo de la Banda I en 
una inflexión a irnos 310 nm. 
En las flavonas y flavonoles que contienen 
sólo en susítituyente en posición 4'(apigenina y kaem-
ferol), la respuesta en la banda II consta de un sólo 
máximo. Para las flavonas y flavonoles que tienen 
sustituyentes hidroxilados, ó metoxilados, en las 
posiciones 3' y 4'( luteolina, diosmetina, crisoeriol, 
quercetina, etc.), en la Banda II se aprecian dos má-
ximos bien definidos, ó un máximo y una inflexión cla-
ra. 
Veamos las respuestas espectrofotométricas 
de algunos derivados: 
Apigenina 336, 296a, 267 
Luteolina 349, 267 , 252, 2428 
Crisoeriol 347, 269 , 249^,241 
Kaempferol 367, 322S, 294»,266 , 253* 
Quercetina 370. 30ia, 269^,255 
(a). Inflexión. 
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RPectos de l a n ic t i lac ió i i , 6 g l i c o s l d a c i ó n , sobre" l o s es-
p o c t r o s de flfivcii-s y f l a v e n ó l e s . 
í í e t i l a c i ó n del -OH en 5 
El -OH on pos ic ión 5 e s t á r e l ac ionado 
con i a e s t r u c t u r a p i r ó n i c a . La mot i l ac ión en ó s t a p o -
s i c i ó n produce t;n cons iderab le e fec to hipsocrómico, de 
5 a 15 nra, en l a s Bandas I y I I , como ind ican l o s s i -
g u i e n t e s e jemplos: g.ABLA I I 
COiTipuesto nm. DiP, Compuesto nm. 
5,4'-0H,7-0CH3 flav. 335 4'-0H,5,V-GCH3 xlav. 327 -8 
269 259 -10 
4'7 dictil vitex. 326 5,7,4'triotil vitex. 312 -14 
270 265 - 5 
Diosmina 345 3'-0H 5,7,4'-CCHsflav.333 -11 
255 245 -10 
Kaerapferid 367 5,4'-0CH3 Kaempferol 357 -10 
265 259 -7 
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Copulación del ~0H en posición 3« 
Esta rúetilación, o glicosidación, produce un 
desplazamiento hipsocrómico en la Banda I, que no afeo~ 
ta a otras respuestas en la Banda II; por ejemplo la 
quercetina con dos máximos a 371 y 257 nm, y la rutina, 
que además contiene ramnosa-glucosa en posición 3,tiene 
sus máximos a 361 y 258 nm, con unas diferencias de ~10 
y A- 1 nm, respectivamente. La quercitrina contiene ram-
nosa en posición 3, y sus máximos se observan en la 
Banda I y II a 350 y 255 nm, respectivamente, en ellos 
puede apreciarse lo anteriormente comentado. 
Copulación del ~0H en posición 7» 
Al introducir un grupo --CH3, 6 un glicósido 
en esta posición, no se observa efecto alguno, tanto 
en la Banda I como en la II; como puede comprobarse al 
comparar los máximos de la apigenin<? (336 y 269 nm), 
con los de la genkwanina (7-metil), 335 y 269 nm, en 
donde puede apreciarse que los desplazamientos son 
prácticamente nulos, así como también en la quercetina 
(máximos a 371 y 257 nm) y la quercimeritrina con má-
ximos a 372 y 257 nm. 
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La mctilación de un -OH en posición 
4'produce un efecto hipsocró.Tiico de 1 a 2 nm en la 
Banda I, en las flavonas y flavonoles. Para las fla-
vonas ol despi¿\2amÍGnto en la Banda II es batocrómico, 
de 2 a 6 nm, y para los flavonoles es hipsocróraico, 







Corapuesto max Dif. 








Espectros de flavonas y flavonoles fuertemente alkilados 
En compuestos de este tipo, tales como 
la tangerctina (pentamctoxi-flavona), la nobiletina 
(hcxametoxi-flavona), y otros que, 6 no presentan gru-
pos ionizables, o los tienen muy escasos, y por lo tan-
to no son suceptiblos de originar quelatos, solo pueden 
utilizarse los datos on medio neutro. 
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Efecto ¿e 3.a acetílación en flavonas y flavorioles. 
Cuando un flavonol se acetila, como la 
quercetina, el resaltado de su respuesta espectro-
fotcmétrica es similar a la de la flavona sin ningún 
sustitii-yente, 
Quercetina, máximos a 371 y 257 nm, 
Quercotina motilada, máximos a 300 y 252 nm. 
Flavona, máximos a 297 y 250 nm. 
Flavanonas 
En las flavanonas, al igual que en las 
isoflavonas y i^ s dihidroflavonolcs, el anillo B no es~ 
tá conjvigado coxi el grupo carbonilo, por lo que estos 
compuestos presentan una mayor absorbancia en la banda 
II con un máximo característico, Geissman, 1962. 
Las flavanonas y los dihidroflavonoles 
manifiestan un máximo entre 270 y 295 nm, y las isofla-
vonas ^xn :.iáximo bien definido entre 245 y 270 nnij 
Mabry, 1970. 
Los espectros de las flavanonas y ios 
dihidroflavonoles son muy similares: 
7,4'-0H flavanona 276, 312 nm, 
3^7,4'_0H •• 276, 312 nm. 
5,7,3'4'-0H 289, 324 nm. 
3,5,7,3'4'-0H 290, 327«nin. 
(a) Inflexión. 
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La carencia de -OPI ea 5,tía flavano-
nas y dihidroflavonoles,se manifiesta por un despla-
25amiento hipsocrómico ca rac te r í s t i co en l a Banda I I . 
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2 . 5 . 2 ANÁLISIS 3STRUCTURAL EN U.V» POR MEDIO DB REACTIVOS 
ALCALINOS 
El estudio de la situación de grupos hi-
droxilicos libres contenidos en la molécula del fli-
vonoide es posible con el erapleo de ciertos reactivos 
de carácter básico observando las diferencias de las 
absorciones en el ultravioleta, con respecto a las 
obtenidas con el mismo flavoncide en medio alcohólico. 
Mansfield y NordstrSm, 1953, emplearon 
el etilato sódico para el estudio de flavonas y fla-
vonoles; jurd,Geissman y Horowitz, 1957» efectúan un 
estudio similar con acetato sódico; Tomás , 1972, ha 
utilizado amoníaco, acetato sódico, etilato sódico y 
metilato sódico. 
Estos reactivos producen una ionización 
de los hidroxxxos contenidos en la molécula, de for-
ma tal, que según afecten al anillo A, 6 al anillo B, 
formas benzoilo y cinamoilo, darán lugar a distintas 
resonancias que provocan diferentes respuestas en'las 
Bandas B y A, con efecto batocrómicos en la mayoría 
de los casos. 
Tomás , 1972, ha obtenido los siguientes 
resultados: 
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Con amoníaco 0,01 M. 
En las riavonas y flavenóles 
No se afecta el hidroxilo en posición 5, 
siempre que existan otr 3 hidroxilos libres. 
La ionización del grupo hidroxilo en po-
sición 7, se traduce en un desplazamiento batocróraico 
en la banda B de 7 a 22 nin. Si dicho hidroxilo está 
bloq^'cado, no hay desplazamiento de la respuesta ea 
dicha banda, tal es el caso de la tectocrisina y-
apuna. 
La ionización de los hidroxilos en posi~ 
ción 3 y 4^ se traduce en una respuesta en la banda A, 
con batocromía superior a 15 nm» 
Los glicósidos de flavonoles conjugados 
en posición 3 incrementan el efecto batocrómico en la 
banda A. 
En las flavanonas, flavanonoles y chalconas 
El hidroxilo en posición 7 es el que 
origina la fuerte batocromía, en el máximo de la ban-
da B, que se desplaza a la banda A, Si dicho hidroxilo 
está bloqueado no hay desplazamiento cromático, este 
es el caso de la hesperidina y de la metilchalcona de 
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la hesperidina. En general, la característica común 
a estos compuestos con hidroxilo libre en posición 7, 
es la desaparición de respuestas en la banda B, lo que 
puede servir para su caracterización. 
Con acetato sódico 0,002 M. 
En las flavonas y flavenóles 
La ionización del hidroxilo en posición 5 
es muy débil, ya que los desplazamientos en la banda E 
no ofrecen absorciones apreciables. 
En los flavonoles, el efecto ionizante 
producido en los hidroxilos en posiciones 3, 4'y 7 
originan hipsocroraía en la banda A (-23 nm), lo que pue-
de utilizarse para su caracterización. 
Los glicósidos de los flavonoles, al tener 
bloqueado el hidroxilo en posición 3, no acusan despla-
zamientos en su respuesta en la banda A, hecho que 
no-ha sido observado con ningún otro reactivo alcali-
no y que jíermite la caracterización de tales com-
puestos. 
En las fiavanonaSf flavanotioles y chalcónas 
Cuando el -OH en posición 7 está libre. 
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hay un desplazamiento batócromico de 34 o 37 nm en el 
máximo de la banda B, 
Con otilato s6dico 0,002 M 
En flavonas y flavonoles 
Los desplazamientos c'e los espectros en 
ambas bandas suelen ser heterogéneos, presentándose 
anomalías para determinados flavonoides, que pueden 
servir para su caracterización; tal es el caso del 
kaempferol y de la fisetiiia, en donde se aprecia fuer-
te hipsocromía en la banda A. 
En flavanonas, flavj.ionoles y chalconas 
Los flavaaonoles se caracterizan por su 
fuerte deisplasar.iiento batocrómico, tanto en la banda A 
,(D^  superior a 75 nm), como en la banda B (Dg superior 
a 36 nm). 
La raetil chalcona de la hespcridina pre-
senta una batocromía en la banda A igual a 10, valor 
que se puede utilizar para su identificación. 
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Las flavanónas se diferencian de los 
flavanonoles por su respuesta batocrónica en la banda 
B que es siempre inferior a 15 rm 
Ketilato sóáico 
Según Mabry, 1970,la adición de NaOMe 
a flavonas disueltas en metanol produces desplazamientos 
batocróraicos en todas las bandas de absorción. Un des-
plazainiento en la banda I de 40 a 65 nni, sin disminuir 
su intensidad, indica la presencia de un hidroxilo libre 
en 4'« Los flavonoles que carecen de hidroxilo en 4'niues-
tran un desplazamiento de 50 a 60 ¿un «n la banda I, con 
decrecimiento en intensidad. 
Según Dechene, 1951, y jurd y Horowitz, 
1957, los üavor-oles que tienen en su molécula hidroxi-
los libres en las posiciones 3 y 4'son inestables en 
presencia de NaOKe, alterando en pocos minutos las res-
puestas obtenidas» 
Detección de grupos -OH en flavonas y flavonoles por 
efecto de la adición de NaOAc/sO'^Ha, 
En presencia de NaOAc, el ácido bórico 
forma un quelato con los grupos O-diOH del núcleo del 
39 
flavonoide. Las flavonas y flavonoles con agrupación 
0-diOfI en el anillo B muestran un desplazamiento ba-
tocrómico en la banda i ¿e i2 a 30 nm, con respecto al 
espectro en inotanol. LL^S agrupaciones 0-diOH 6,7 y 
7»8 producen desplazaraicntos de 5 a 10 nrx con respec-
to al espectro en netanol, Mabry, 1970 
Espectros en b'.V. do flavanonas en oresencia de NaOfíe. 
Los espectros de flavanonas con hidrófi-
los en el anillo A expresan batocromía en la banda II 
en presencia de NaOMe. Las 5-7 di-OH flavanonas presen-
tan un desplazamiento de unos 35 nm y para las 7-OH 
flavanonas. de unos 60 nm. ¡31 desplazamiento vá acompa-
ñado de aumento de intensidad en la banda II, 
Algunas flavanonas, especialmente aque-
llas que carecen de hidroxilo en 5, so isomerizan a 
chalconas, presentando un espectro totalmente diferen-
te. Narasinhachari 1948, 1950, 1959, y jurd 1961. 
Las flavanonas con -OH en las posiciones 
5,6,7 ó 6,7,8 se deseomponen en presencia de metilato 
sódico. Horov/itz y Jurd»1961, aprecian que las cue con-
tienen una agrupación o-dihidroxílica se descomponen 
rápidamente con adición de HaOH, pero no en presencia 
de NaOMe. 
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Determinación del grupo O-dihiaroxílico en el anillo 
A por adición de NaOAc/H-:^ 303. 
En las flavanonas, isoflavonas y flavano-
nolos se produce un desplasamiento batocróinico al 
adicionar estos reactivos de 10 a 15 nra en la banda I, 
cuando los compuestos tienen agrupación 0-diOH en po-
siciones 6-7. Con estos reactivos no se puede analizar 
"la agrupación 0-dihidroxilica en posiciones 3' y 4' 
por falta de conjugación con el cromóforo mayor. 
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2.5.3 ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE FLAVONOIDRS EN Ü.V. POR 
MEDIO DB REACTIVOS METÁLICOS FORKADORES DE COM~ 
PLE.TOS. 
Los flavonoides son capaces de formar 
complejos metálicos, de tipo quelato, con determi-
nados reactivos. Las condiciones estructurales ne-
cesarias para que tenga lugar la formación de estos 
quelatos, exige la existencia de u.'»a disposición re-
sonante que está determinada por l=a presencia de gru-
pos hidroxilo libres en las posiciones 5, y 3 cuando 
existe doble enlace entre las posiciones 2 y 3. 
También es posible la formación de com-
plejos queláticos en posiciones orto-hidroxílicas, 
aunque este tipo de complejos es menos estable. 
La agrupación más generalizada, en los flavonoides 
con doble enlace en posición 2-3, con posibilidad de 
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formar complejo»; es la orto-hidroxílica en 3'y 4'. 
El cloruro de aluminio es el reactivo 
metálico utilizado por la mayoría de los investiga-
dores entre los que se encuentran: Geissman, 1953; 
Swain, 1954; Harborne, 1954 , y Mabry, 1970. Este 
último incorpora la variante de adicionar a la diso-
lución neutra ( etanol, ó metanol al 90 %), ácido 
clorhídrico con objeto de estudiar los espectros de 
las xiavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, 
chalconas y auronas. 
Tomás, 1972, ha obtenido interesantes 
conclusiones utilizando, además del clorura de alu-
minio, otros cationes metálicos tales como Fe^^, 
Sb+3,Sn"i"2, y Zn+2; reactivos que presentan la venta-
ja de aclarar determinados aspectos estructurales 
de los fla>7onoides. 
jurd, 1962, demostró que es posible 
la investigación de los grupos -OH en posición 3 y 5 
en flavonas y flavonoles, empleando cloruro de alu-
minio y estudiando los desplazamientos batocrómicos 
en las bandas I y II. 
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Mabry, 1970, adicionando ácido clorhídri-
co a la disolución de cloruro de aluminio con el fla-
vonoide, pudo determinar no sólo la presencia de hi-
droxilos en las posiciones 3 y 5, sino también la 
agrupación orto-hidroxílica en S'y 4^ en la que se 
forman complejos sólo con el cloruro de aluminio en 
medio neutro; disposición que desaparece al adicio-
nar el ácido. La presencia de ésta agrupación 0-hi-
droxílica se demuestra por el efecto hipsocrómico 
en la banda A, de 30 a 40 nm del espectro con AICI3 
y.HCl respecto al del AICI3 sólo. 
La técnica más utilizada consiste en 
efectuar varios barridos espectrofotométricos en 
disolución alcohólica con adición de VI gotas de 
AICI3 al '} %, y. después añadir V gotas de HCl di-
luido a 1/3; comprobándose los efectos hipsocrómi-
cos y batocróniicos de los distintos espectrofotogra-
mas obtenidos, tomando como referencia el espectro 
realizado en medio neutro. 
Tomás, 1972, ha comprobado que mediante 
el empleo de los reactivos indicados se pueden iden-
tificar: 
Flavonas, flavonoles y glicósidos de flavo-
noles, flavanonas con hidroxilo libre en po-
sición 7, y los grupos compuestos de flava-
nonas, flavanonoles y chalconas. 
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Ciertas anomalías observadas en los des-
plazamieifitos pueden utilizarse para la identificación 
en particular de algún flavonoide. 
2.6. HIDRÓLISIS ACIDA ; AGLICOMAS Y AZÜCARSS 
La hidrólisis acida tiene por objeto rom-
per el eniaoe -C-0~C-, existente en los heterósidos. 
Se eTsctúa calentando en b, m. con HCl 1 N, ó 2 N, du-
rante un tiempo que puede oscilar entre unos minutos 
a unas tres horas. 
Los C-glicósidos ( por ej. vitexina), en 
los que la molécula de azúcar y la aglicona están 
ligadas por un enlace -C-0% son particularmente re-
sistentes a la hidrólisis acida y enzimática, Har-
borne, 1965. 
La ruptura de los enlaces heterosídicos 
se puede producir por hidrólisis enzimática, método 
que se utiliza cuando se dispone de una enzima espe-
cífica y onkt sirve para demostrarnos la naturaleza 
de los enlaces glicosídicos. 
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De los hicirolizados se extraen las aglico-
nas utilizando disolventes no niiscibles en agua, tales 
corno éter etílico, acetato de etilo , otc,« 
A partir do los concentrados de los extrac-
tos, por sistemas cromatográficos en papel y capa fina, 
se pueden identificar las agliconas. 
Una vez extraidas las agliconas de la 
disolvición acida,se utiliza t^ sta para la investiga-
ción de los azúcares que constituían parte de los 
glicósidos, neutralizando y desarrollando cromatogra-
ficamente en papel, ó en capa fina, parte de la diso-
lución frente a azúcares puros. 
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2.7. C-GLICOSIDOS 
Los derivados C-gliccsídicos constituyen 
un grupo importante dentro de las flavonas, en los 
que el azúcar está ligado por un enlace -C-C-, en las 
posiciones 6 y/ú 8. Difieren de los 0-glicósidos en 
que estos últimos son hidrolizados como máximo en 
cuatro horas eiapleando HCl 2N y etanol, (1:1),(v:v).,. 
mientras que los C-glicósidos no se afectan,Harbor-
ne, 1S65. Los C-glicósidos se pueden distinguir 
también de los 0-glicósidos por su diferente movili-
dad sobre cromatogramas desari»ollados en distintos" 
eiuyentes: en los 6-C-glicósidos y 8-C- glicósidos 
al ser ca]entados en medio ácido se produce una iso-
merización parcial, por lo que en los cromatogramas 
aparecen dos sustancias con distintos Rf. Cambie, 
1959". 
Los espectros de los C-glic6sidos son simi-
lares a los de sus correspondientes agliconas. La ma-
yoría de los C-glicósidos están formados a partir 
del esqueleto estructural básico da ciertas flavonas. 
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Parkinsonina B — -
S-B-aiC-gluc. 
7-0-íiotillutc.oliaa Svertiajaponina 
Los C-giicósidos contienen generalmente, 
un sólo azúcar y pocas veces pueden ccj/cenei^  dos, tal es 
el caso de la xilosil-vitexina, 6 ramnosil-vitexina, que 
llevan conjuntamente azúcares distintos. 
Pueden tener otras uniones 0-glicosídicas 
normales, en distintas posiciones que no sean la 6 y/ú 8, 
por ejemplo, la vitexina-4-ramno3Ído, y la isovitexina--
7-0~glucósido ( Saponarina). 
El I,R. ha sido empleado para la identi-
ficación de los C-glicósidos san gran ésxito. La Resonan-
cia Magnética Nuclear es una de las técnicas apropiadas pa-
ra tal fin. Horovitz, 1966, propone la estr-uctura ce la 
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2" - O - X i l o i d l - vit^>>f.1.iia, io.cntií'iccida por medio de 
l a Moricioaaói-, técndca. 
Se pucc!c/i ido¡'ii:3.X-icar C-f/licoflavotias 
s i n r e c u r r i r a l a R.II.H. meOia.itc cuiüaclosos a n á l i s i s 
ca U.V., ci'Oi.iatogral'ía en pa;j)ol ? capa Pi;ia y po'c reac-
c i o n e s ce c o l o r . La i f i o i t i f i c ac ión so JUCCIO confirü'.ar 
por l a oxif.=ación con clox'uro f é r r i c o caio l i b e r a e l 
a súca r l i gaóo a l carboao. y tai:i^>i6ia xiacicnvo r e a c c i o -
n a r e l der ivado C-crlicosídico cor. ácido i o d h í d r i c o en 
fciiol y caToiitaxido ha^ta ebxí.llicióii para .lioercir l a 
cor respo i id icn te aglicovia. 
La croraatograJria en papel es reco.'nenaa-
b l c pa ra l a ide ; i t i f ic-v-ión de I055 C-g l icc í i idos . ílarnor-
lio, 1957, y Gc i i t i l i y I-íoroí/itz, 1968, ban h a l l a d o con 
d i s t i n t o s el i ivontes l o s va lo re s de 5f, que se exponen 
on l a s t a b l a s ( IV ) y ( V ) . 
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TABLA IV 
Rolac ipg ac af en c iüt in tor j sistf-:-.s^ ?,v. do C-Glicósidos 
Kerbornc, 1967. 
Conip-uostüS B.x-.w, HgC AcOH 157^  PhOH 
Isovitexj.:t.a 0 , j 6 0,l<':i 0,44 0,79 
Vitexivia 0,41 0,0G 0,24 0,63 
6-8 ciC-(;luc»Á?igeáina 0,15 0,14 0,33 0,33 
i¿¿iia.-i-Vii:cxi,'ia 0,45 0,134 0,80 0,82 
Vitcxi..'..!-^i'Ra;íLiósloo 0,^)0 0,46 0,69 0,i57 
3.A.V/. • ¡rütaaol-Acido ac í t ico-Agua ' '4 .1 ,5) . 
Hp.C - Agua íi 03 t i l acia,, 
PiíOH-Fenol satui-íoo de agua. , 
Técnico .:onodimcii2Íonal dcGcendento j. 
Papel VJhatnian n2 l 
•}0 
TABLA V 
"úolació.i o<o R6 c.o C-G1ÍCÓ.S.U.O.S en t-:i ;^ t into: : r..i.í.-.t:g.-nuis 
Grr . i t i l i y .üorov/its» 1?58 . 
Coiapiioscor, Ac. A c ' t i c o ü.A.'V. AJS.F.'Jü 
lO:, 30',.- 2 0 . 6 , 1 5 1Ü.2_^3 
•J s o v i t o j c i a a 0,3:) 0 , 6 3 0 , 7 2 0 , 5 1 
Vitox-j i ; - 0 ,20 0 ,46 0 , 6 5 0 , 4 3 
: a i 0 3 Í l - V i t e y á n a 0 , 6 3 0,-/4 0 , 6 2 0 , 3 9 
6-3 c:iíJ-<..luc..v,:>if/. 0 , 5 0 0,üv3 O,'35 0 , 1 5 
3 - C - 3 l u c o n i . l D ion . 0 , 1 3 0 ,42 0,'jfj 0 , 3 9 
.5_C-Q-iucor.il Diorv. 0 ,30 ü , 6 l 0 , 6 3 0 ,47 
6 - 8 - c i C ~ c a u c . . ) i o á . 0 ,39 0 , 6 4 0,5?- 0 , 1 3 
I s o o r i e - i t i A a 0 ,27 0 , 5 6 0 , 5 5 0 , 3 8 
ü r i e r i t i a a 0 ,12 0,3G 0 ,42 0 , 2 8 
S.- Fase supGvior-, 
Acido Acético Glacial. 
/.}.A.Vi. imtaacj'..Ac'^tico.ngua, 
iUS.F.w. r . c c t a t o ue e t i l o , .-.cicio f o r . ' d c o . Agua. 
Tóc i i i ca v,onoúií.iOíi.«3Íonal cesceade / i t r í . 
[•avQl V/nat;aan iri2 1 
P A R T E 
fi X P í'¡ R I M fi N T A L 
aXVJSilltXfíTAL 
3 . 1 . p^>i¡-::';>iA PAHT;-] 
do í-'l Avo:;i o i c es. 
3.1.1 ?;a-)ítaio l 
GG:TTiiTV3UClüif Ai. AISLiiíailMTC Od L=US FLAVü^-íJl-íaS .. 
PAtiTI.i ÜH :.,UO iíXTbiACTC:^ A'GIi CxCIA':i?GG2Ai'*I:v iJíí CG-
LUI-T.IAS i)/C ;ji-Ji-IiA!?2X. 
3 . 1 . 2 c a XI. t u l o I I 
i i i ic iAciorT AL ;Í:OTUDIO IJÜI'CCTRAÍ. UZ-Í U . V . , Y :-:ai)io 
NEUTRO DE LÁZ FI.AV01ÍA3 AISLADAS Eíí rvüI-.VJIOií CGN 
SUS Í.Í::.Í'RUGTU::ÍAG. 
3 . 1 . 3 Cap 3. t í a o I I I 
IKICIAOIÜN AI. : Í ;STUDIO i^S.'iíCTRAL IMl IT.V.,.iH HEDIÓ 
NEUTRO, DE LOS C-GLICOSIuOS EIÍ l^fiLACIGH .AI.Í SUS 
fíST.iÜCTURAS. 
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3 . 1 . P2IMa5A PARTS 
Cc\pítUlO 
r 
3 . 1 . 1 CGNTRISÜCIOM AL AISLAIIl-illITO DE LOS FLAVONOIDES A 
PARTIR DS SUS KXTKAC-r03 COiICHi.'T?AnpS_POR CROMATO-
GI>AFT.A SN COl.uMiJAS DS S;i:PHADL'X. 
LÍAS colu.T..ias con Sophadex {í~25 Medio y 
LH~20, soi'i l a s más rccoíacndúdas p a r a l a f -eparac ión 
i n i c i a l de uu coxijunto áe f l c v o i i o i d e s . 
ÍJ4 
i ' . . V i < j .ViX.'Vii .t • ; ' i J . L L . t . < . > 
.iO >nn \\ti.i.i'/.r\Co Jrlavo.ioides yuros do 
<;:Lütinl;a.s i>i-ocsc.o.:cias y Icr.; obtc-'ui'.oG oor a o s o t r o s . 
1.01; aó r s - i r i ro5 lo fueron a F.liika, ::och-h±c;ht, vcrck , 
viotii y ütrar-
;JO ¡ií.i e?r;:?lí:c'<.i.o coiu:.'..--.as ÓG ¿r;)hcTdex 
e l o s i:ioo« Sií '¿.'j/^'ó y K r:ó/-^5t con -'.áaTta". oros ce 
f l u j o oorí\ '.;Í90lvoatoí; or."A:iicos y ¿rcaosos, u t i l i z a n -
do LH-2Ü / G--25 .r.oclio re.'jocctivaTníuit';; 
1 a l t u r a (;el ro i lo . io on anbos caaos 
ruó de 53 era. 
JiAplGaíriOS parcha e l dcGr-'i-rollo cío todas 
3.an t<?(:;-.icas espec t ro ro ta . - . í t r i cas ua liecic-.u-in UB-GT, 
con rrrcrirjlrador B:)-o cío ¿J:'-?-Zoxic¿n, 
hoz c'.i«olvf-:ni:os e.nT'loaáos soví i 'robus 
/ Merc.'c, d(.^  caliciao r-.?ó,oi:ivo a n á l i s i s . 
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ho:i ulv.yeiitnc :•« preparr>a con l o s r e a c -
t i v o s y c;i 'i:.lcaoo!i 'nrruiontO:;-
1 ) . ;-iotanoI-:Jt¿inol-A.::Ka, ( a O ; i 5 ; ^ ) (v:v:v), a l quo 
üouo:;;iri.a-ic5 con l o s i a i c L i a o s M.iJ.A. 
í í ) . í :otai- ioj .- ; í tanol-Agua, (-^O: :•;():30) ( v : v : v ) 
3 ) . í.cftanol-A.'jua, ( 3 0 : I C ) , ( v : v ) . 
4 ) . Ag-ua. 
Loi; r i rvonoiác- .s :ac c.isu<.i.lvc'>i co:i o'J 
.TiiSjüo e l u y o : i t c de 3 a c o l u n n a . 
Se r ecogen f r a c c i o / j c s co 10 erji 10 jn i . 
So i . ivc r . t iga a don lOiU/i tuües <:e oncia 
(270 y 3o8 VI:':)» y anüliza-.nor. :M-.Í: rosoiuLOta-s o s p e c t r o -
f o torné t r i c a s . 
í31 iv:niv.i:.!Íento úo cada cclu:.ana uo C«-
:>i:aucx ceno-KiC ce u.ia s e r i e .'.<Í ó.etal le;3 c;uo e s p r e c i -
so t<»iior f':\ c u e n t a . A.itcs ce: r o l l o n a r l a colur.uia Í;O 
po:»...' cu c o n t a c t o e l cal y e l c i f o l v e a t o y so c-.ojaa 
'r;i é s t a fra:¿':: o r o v i a MC'.'J ce t rc r ; ñora.*-;, tieji-.-Jo 3!.ifi-
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c i c a t e para quo sc: hinche tot.ilniontií o l go l , ya <iuo 
'^e l o co: i i : rar io , a l r^Mloiií-r- l a colu :via s i n oi Uobi-
v.o gra.oo o a hi:'ich¿;.-,ic:>iLO so pro<ucc U'. a:Jel:;ia'¿<3;aieti-
+:o que so t r aduce en di::..:i::ucjóii áe .írli.Jo, 
E;a gcíioral , OÍI todas ITÍ.Í croi.iatogra-
F ías l a t en Joratura xiafluyo cccisivci-.ente sobro e l 
c o s a r r o l l o pudieuco alteivsr los volü'i.c.ones de caución, 
7>Oi"' l o qu'. os conve l i en te r e f e r i r ciclios valortjí; a una 
tr;:iperat-u:oa ;. etc'r;.;i.iuc.a, $:u2'j, Al au-.:í.:/:Lar ósl;.. se ob-
se rva tinr: -^  f sj.iituicíón de los VO1Ú;:UÍÍ\CÍ:, .C eluci6ia. 
El d e s a r r o l l o de u:ia : ;uestra ,ó s e r i e 
v-c e l l a s , debe e fec tua r se s in pausas '.^ara ao a l t e r s i r 
l o s r e s v i l t a d o s . 
lias muestras a a n a l i z a r c i s u c i t a s de— 
beii s e r i n t r o á u o i d a s en volúr.ioiios no ;.ia/ore3 de dos wl . 
( s e aconse ja t r a b a j a r con 1 '¡il). 
Desi)U!?s del '•.osarrollo oe una croMato-
g r a r í a se oobe l a v a r l a coluíihia con o i so iuc ióa a.r.onia-
czal 0 ,001 I' 
La l iv .oiesa viO los aec- '^cr ios de e n t r a -
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da y salida, así. como la dol Sephacpx, son factores miiy 
importantes para lograr ua buen desarrollo cromatográ-
fico y para sele;ccionar el flujo deseado. Se ha traba-
jado con un flujo de 4 hil por minuto. 
No se debe er.plear cada cclumna más de 
un mes, por lo que es aconsejable vaciarla y efectuar 
una IJiapiesa a fondo después de éste tiempo. 
RESULTADOS 
Hn la tabla VI se han agrupado los volúmenes 
ce elución de los distintos flavonoices y de los ©luyen-
tes experimentados. 
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JLAAJLA V I 




AiJÜi í a 
A : ) i ? j . / - r u t . 
V i t n x i i í a 
X i l o i n . l - V i t o 3 : i : i a 
ijio.'Jinina 
DioG.iOti-ia 
C ' r i r , o c r i o l 
lr(.it<-;olina~7~rut. 
Lutool3 .na 
Plavoi tOl ' í s 
L Í M O C Í t r i n a ( a g i . ) 
L:ü.;ocLtrol ( p ; f l . ) 
ICaRniphí-iroD 
Q u c r c f i t i n a 
R u t i n a 
O u o r c i t r i n a 
L i : : ioc i t i ^o l -3 -G, 
Li i .Toci t r ina~3-Gc 
P l a v a n o n a s 
ü r i o O i c t i o l 
E r i o c i t r i i i a 
H e s p o r o t i n a 
H o s p c r i d i n a 
Mari i igcnino. 































































































C a p í t u l o 
I I 
3 . 1 , 2 INICIACIOH AL KSTÜDIO t=iSP3üTRAL Si\í U«V..Y MSDIO 
Hü;UTiy> DS LAS FLA'/OIIAS AISLADA ,^ ¿.'J-: Ign^ LAClOr/ CON 
SUS ;J^^T.^üCTUfíAS. 
La íiecesiciad de i d e n t i f i c a r l a s f l a -
v o n a s m i n o r i t a r i a s i m p l i c a l a u t i l i z a c i ó n de iné to-
á o s cuc p e r m i t a n conoce r «sus e s t r u c t u r a s s i n n e c e s i -
dad de d i s p o n e r cic gra . idcs can t ic .v . Ias . Por í s t o , l a 
espec t rofo to iTiCt r í . a en u l t r a v i o l e t a con e l concixrso 
de d i v e r s o s r e ¿ ; c t i v o s a l c a l i n o s y :;^etálicor; for;nado-
r e s <ic co r sp l c jo s se u t i l i z a n v.c. fornia s i s t o i i á t i c a . 
CQ 
ílGnios es tudiado ¿inalíricantentG aren 
núnei'o de cr .pcctros co f lavoaas en U.7 . ,c;;icoutrauco 
que ceteriniuaíias oisiofiicio-ior. e s t r u c t ú r a l o s so t r a -
óucer. eii uii cic:r to 'Hl.-r.ro áe r»"ís.raes tai, e s p e c í f i c a s 
que pueden e::.)crimen i:a.r fenóriiei;:o3 bato o h ipsoc róa i~ 
e o s , por l¿-i p r e senc i a áe c i e r t o s s u s t i t u y o n t e s eii 
po s i c i ene s ¿o j : i n i da s . 
Cor;;proba.:ios que c- rieaiKlo Uxi c!.otcr;;ii--
nado pará?!ietro, CRF, que pro?o'-.v?;;ios co.i'.o ab rev iac ión 
c\c C a r a c t e r í s t i c a Respu.esta ospectraj . cío Kiavonas, y 
que se de f ine como l a d i s t a n c i a co, nar ioaetros , en l a 
zona comprendida e n t r e 350 y 235 iini, ci'isds e l /n/ixirno 
de l a :aayor long i tud do onda en l a banda A, hast-) e l 
náxiruo ó i n f l e x i ó n , en l a menor long i tud de ondc: , Con 
¿ s t a c o n s t a n t e se pueden c l a s i f i c a r l a s f lavonas en 
eos grandes grupos: l a s que t i enen conjuixtamente s u s -
t i t u y e n t e s en 3 'y 4 ' y l a s que no l o s poseen. 
Tajnbii'ni se ha inves t ig^co e l e s p e c i a l 
ccmportar.'.iento e s p e c t r a l de l a s f lavonus con h i d r o x i -
l o en 5 y l a s condiciones necesaric-;:; para que se p r o -
dur.c.i^ i t a i C3ter:ninacJo e fec to e s p e c í f i c o , a s í como 
l a i n f l u e n c i a en e l í.dsi.io de o t ro s s u s t i f t i y e n t e s . 
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Firu^-lmsnte se hace lui sonioro cstixdio 
do l o s uor.oiazaiiiiirntos Ce los ínáxino?. en l a banda A 
y de su rcjiacióíi con alguii¿is e s t r u c t u r a s en e l a n i l l o B, 
íiGlación ú<>. e spec t ros de l a s flo.vonas 
que han se rv ido GG base para e l p re sen te e s tud io ( l ) , 
RESULTADOS - INTi:]RFfi3TACI0N 
Las flavonaa con CRF super io r a 83 
coi i t ionen l a agrupación 3 'y 4 ' , luidiencio ser ce cual-
q u i e r n a t u r a l e z a cada uno de los s a s t i t uye2 i t e s , (Cum-
p len con e s t a condición los e spec t ros nSs 5 , 6 , 2 4 , 2 5 , 
26 ,31 ,32 ,55 ,56 ,57 ,58 ,59 ,60 ,61 ,62 ,63 ,54 ,65 ,66 ,67 ,68 , 
6 9 , 7 0 , 7 1 , 7 2 , 7 5 , 7 6 , 7 3 , y 82) . 
Las f lavonas con CS? i n f e r i o r a 83 no 
disponen de t a l agrupación (Véase r e c t o de l o s espec-
t r o s no c i t a d o s an t e r io rmen te ) . 
( ! ) • Geissman, 1.962 ; llar borne, 1967 ; Gent i i i y Horo-
witz,1968 y Habry,1970, así como otros obtenidos 
por nosotros , . 
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iün lo;3 osijcctros en cxvido no ox ia t an 
¡iiáxiriios Gil l a bú-'.U¿\ A, no Piuríio obto-.u-írse r.u CRF. 
(']í3pcctror. "lo i,7,i.,;:íy,30, y 50) . S.-ítos cerivaooíi no 
t i cnon cvist i fayei tcG on l a s ".oc-ici.o-ifjí; conjuvit?s de 
3 ' y 4 ' . 
La 5-liicíro::ifl£ivoiia riuontra -aji ív.áximo 
c!e gran i / i t ens idaó a 268 ÚA. ü s ta Oí:.pocífica r e s p u e s -
t a e s t á p r e s e n t e o.n todas l a s f lavoiai ; con i i i ' l roxi lo 
en 3, y en genera l e s t á coaprendida c;\trc 267 y '¿69 ma; 
iio so a f e c t a por l a presenc ia de h i d r o x i l o s en l a s po-
s i c i o n e s 7 y 4 ' , sioi.ipre qv.<?. a l menos uno ce a i o s c o -
e x i s t a coa e l s i t uado en l a MC-ncionada pos ic ión 5 . Lo 
que podemos expresar corao conjunto ce pos ic iones de 
h i d r o x i l o s l i b r e s c...nóicionantGs a U:.ia nii£-.:a r e s p u e s -
t a e s p e c í f i c a e s p e c t r a l : 
( 5 , 7 ) = ( 5 , 4 ' ) = ( 5 , 7 , 4 ' ) = 267 - 26y mi 
121 efecto espectral especifico, deri-
vado de las agrupacio/Aes anteriores, puede sufrir va-
riaciones de tipo barccrómico ó ni?5ocró:aico entre 
255 y 285 nm. 
¿c nroducen cfector bafcocróiaicos por 
la orcsonc-ia de los siguion'cvs suctitv.yentcs: 
63 
12, Los que se encuentran en posición 6, que por estar 
en orto, con respecto al -OH en 5, condiciona las 
máximas batocromías (hasta 285 nm). (Espectros ns 
19,21,27,28,36,37,53,54,59,66 y 76). 
2ft. Los situados en posición 8, en para con el -OH en 
5, que influyen con una cierta batocromía, (hasta 
281 iua), (iSspectros n2 20,23,29,38,39,40,42,63,6? 
y 79). 
32. Los sustituj^ entes en posiciones 6 y 8 suelen po-
tencializar el efecto batocrómico. (Espectros nS 
41,52,61,68,73,74,75, 77). 
42. Los C-glicósidos en posiciones 6 y/ú 8, presentan 
discretas batocromías, dando respuestas entre 270 
y 274 nm. (Espectros n2 36,37,38,39,40,41,42,52, 
59,61,63,66,67,68 y 79). 
52, La presencia de un grupo -CH3 en las posiciones 
6,7 ú 8, in lugar de -OH, se manifiesta por una 
débil batocromía. (Espectros n2 10,15,20,21 y 22). 
6^ 
Los efectos hipsocxóiaicos, se manifies-
tan; 
Ifi. Por la copulación del -OH en 5, 6 presencia del 
grjí.po -OH3 en sustitución de éste -OH. (Bspectros 
ns 13,17,31, y 78). • 
2a. Por la presencia conjunta de la agrupación 0-di-
hidroxílica en las posiciones 3'y 4'. (Espectros 
nS 5,23,25,55,56 y 57). 
3a. Por la presencia de ua metoxilo en las posiciones 
2'ó 5'. (Espectros nS 47.50 y 5l). 
La coexistencia de sustituyentes que 
producen batocromía con otros que determinan hipso-
cromía pueden conducir a la anulación de tales efec-
tos, ó a disminuir el de mayor intensidad (Bspectros 
nfi 50,57,59,60 y 61). 
En escasas flavonas muy metoxiladas, 
carentes de sustituyentes en 7, y/ó 4', que deben 
ser consideradas en un grupo especial, el efecto es-
pectral debido al -OH en posición 5 (que en estos 
casos también puede ser un metoxilo), está condicio-
$5 
nado por la presencia conjunta de un sustituyente 
en la posición 6. En estos derivados dicha respues-
ta estará relacionada a otro par de sustituyentes, 
(5,6), y teóricamente también a (5,8). Generalmente 
dan espectros de características diferentes al de 
las otras flavonas. (Espectros nS 19,50, y 51). 
En la respuesta espectral del máximo 
en la banda A, que también está relacionada con la 
presencia de sustituyentes en el anillo B y con la 
calidad de los mismos, si tienen -OH en posición ^ 
(6 más raramente copulado) se puede apreciar: 
1». La respuesta desde 321 a 329 nm la muestran los 
derivados copulados, preferentemente en 4'. (Es-
pectros n2 14,15,42,43,44,49,73 y 77). 
Las respuestas inferiores a 330 nm pue-
den indicar también carencia de -OH en posición 5, ó 
falta de sustituyentes en el anillo B. (Como excepcio-
nes se pueden citar los espectros nS 10 y 29). 
28. La respuesta desde 330 a 339 nm está relacionada 
principalmente con los derivados de la Apigenina, 
con sustituyentes comunes en las posiciones 5,7, 
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4'y de sus C-glicósidos respectivos, ya sccín en la 
posición 6 y/ú 8. Espectros na 33,34,35,36,37,38,39, 
40,41,45,46,43,52,53,54,79,80 y 81. 
También las respuestas con valores próximos 
a 330 nm, están i'elacionadas con derivados metoxila-
dos en el anillo B, tanto di como trisustituidos* 
(Espectros n2 6,26,31 y 72). 
32. La respuesta de 343 a 349 nm, indica la existen-
cia de sustituyentes en las posiciones 3'4'prefe-
rentemente, de los que al menos un sustituyente 
_ es un hidroxiio. Son derivados de la luteolina 
con sustituyentes comunes en las posiciones 5»7, 
3'y 4'. (Eispectros ns 55,56,57,59,60,61,62,63, 
64,65 66,67,68,69 y 78). jfComo excepción el es-
pectro n2 32). 
TABLA VII 
67 





























































































NS Norabrc Fórmula máximos CRP 
21 5-OII,7-OCH3,6-CH3 316 ,273 ,250 66 
22 7-OH,5-OCH3 311 ,265 46 
23 Bayina 7-4'-0H,8-C-Gluc. 328 ,3122,2555 73 
24 7,3;4'-0H 343,309,2508,235 108 
25 3-4'-0H,7-Ran-Gluc. 341,305,255^,247* 94 
26 7-OII,3-4'-OCH3 330, 2623,239 91 
27 Baicalei-aa 5,6,7-OH 323 ,274 ,247* 76 
28 Baicaliivci 5,6,~OH,7-Glucur. 315 ,273 ,244 71 
20 üorwogo air.a 5,7,8 tri-QH 364^,281 — 
30 5,8-OH,7-Glucur. 3423,315^,274,247 — 
31 7-0H,3;4-0CBI3,5-CH3 330 , ,239 91 
32 5-0I-I,3;4i0CII3,7-CH3 345 ,272 ,250 95 
33 Apigoniíia 5,7,4-OH 336 ,2963,267 • 69 
34 Ap-7-gluc. 5,<-OH,7-Gluc. 333 , ,268 65 
35 A?r^7-Ueoh. 5,4-0H,7-Rar.in-Gluc. 333 , ,268 65 
36 I s o v i t o x i n a 5 ,7 ,4-0H,6-C-6. 336 , ,271 65 
37 Sapoiiarina 5,4-0H,7-Gluc,6-C-.6. 336 , ,271 65 
38 Vi t cx ina 5,7,4-CH,8-íJ-G. 336 ,3028,270 66 
39 Ranui-Vitax. 5,7,4-0H,8-C-Rani-Gluc. 336 ,3033,270 66 
40 X i l - V i t e x 5 ,7 ,4~0H,8-C-Xil-Sluc. 335 ,3013,270 65 
43 Vio lan t i i i a 5,7.4^0K,6-.8-di-C-Gluc. 335 ,3113,274 61 
,69 
i:2 íTombrc Fór-i:ai.la Káxinos CRP 
42 5-OH,4;7-E t , 8 - C ~ G l u c . 
43 Acacet i ' . i a 5,7-0Ií ,4-0CH3 
44 ' A c - 7 - G r a c . 5-OIí, 4-OCH3,7-Gluc. 
45 5,4-011,7-0 CHS 
46 R o i f o l i n a 5 , 4 - 0 H , 7 - G l u c . 
47 5,7-0II,2-0CH3 
48 5 , 7 - 0 H , 4 - G l u c . 
49 5,7,4^00113 
50 Zapotinina 5-0H,6,í>;5-0CH3 
51 Zapotina 5,S,2;5'-0CH3 
52 5,7,4-0H,6,8 digluc. 
53 Scutelareina 5,6,7,4^0H 
54 Scutelarina 6,7,4-0K,5-Glucur. 
55 Luteolina 5,7,3;4;7-Gluc. 
56 Lu-7-Gluc. 5r3;4-0H,7-Gluc-.-' 
97 Ltit-7-Rut. 5,3;4-OH,7-Rut 
58 5,7,3;4^0CH3 
59 IsoriGiitina 5,7,4;3-0H,6-C-G 
60 Oricntina 5,7,4;3-0H,8-C~6. 
61 Luceniíaa 1 5,7,4;3-OH,6-8-di-C-G. 
62 Crisooriol 5,7,4-CH,3-OCH3 
53 S c o p a r i n a 5 , 7 , 4^0Ii, 3-OCH3,8-C-G. 
326 , ,270 56 
327.,3035,269 58 
324 , ,258 56 
335 , ,269 66 
334 , ,269 65 
325. ,266 59 
334 , ,270 64 
325 , ,265 60 
348S,307^,264 
325, ,255* 70 
335 , r274 6X 
339 , ,286 53 
335 , 285 60 
3'^ 8,291^ ,267,253,242* 107 
348,2675,255 93 
349,2652,255 94 







na Ho..:bro Fórmula M¿xír;OS .' :CRF 
64 Diosn i e t i na 5 ,7 ,3-0H,4-0CH3 3 4 4 , 2 9 1 ^ , 2 5 7 , 2 5 2 , 2 4 0 ^ 104 
65 D i o s n i n a 5 ,3-CH,4-0Cn3,7-Í Í .G, 345 , , 2 6 8 , 2 5 5 90 
66 D i o s - 6 - C - G . 5,7,3~OH,4-OCH3,6~C-G.344,272,253 91 
67 DÍ03-8-C-G. 5 ,7 ,3 -0H,4-0CH3,8- .C-G.343 ,2903 ,272 ,252 91 
68 Dios - .5 ,3d iC-G. 5,7,3-011,4^0CH3, 
6 - 8 - d i C - G l u c . 3-^4,274, 257a 87 
6¿ 5,4-CII ,7,3-0CH3 3 4 8 , 2 6 6 , 2 5 2 96 
70 3-0H,5,7,4-CCH3 334 , »245 89 
71 Tr r lc ina 5,7,<-OII,3;5-OCH3 3 5 0 , 2 9 9 ^ . 2 6 9 , 2 4 4 a 106 
72 5,7-OH,3;4;5-OCH3 3 3 1 , 3 1 0 1 , 2 7 0 , 2 4 0 S 91 
73 navadens iac í 5 ,7-0H,6 ,8 ,4~0CH3 329 ,284 45 
74 X a n t o n d c r o l 5 ,4 -0H,6 ,7 ,8 -0CH3 3 3 2 , 2 9 4 3 , 2 8 1 51 
75 Eir:.\Ci\oyAn& 5 ,7-011,6 ,8 ,3 ;4-^CH3 3 3 6 , 2 7 9 , 2 5 0 * 86 
76 S i n c n s e t i n a 5 ,6 ,7 ,3 Í4 ; -OCH3 3 2 8 , 2 6 5 , 2 4 0 88 
77 T a n g e r e t i n a 5 ,6 ,7 ,8 ,4^0CH3 3 2 1 , 2 7 1 50 
78 L u - 5 - g l u c . 7 , 3 ; 4 ' - 0 H , 5 - G l u c . 3 4 4 , 3 0 3 S , 2 6 3 S , 2 5 2 6 , 
242 . 102 
79 V i t - 4 ^ E a n . 5 , 7 - 0 H , 4 - K a : n : i , 8 - C - G n i c . 3 3 2 , 3 0 2 i , 2 7 l 61 
80 A p - 7 - g l u c . 5 , 4 - 0 n , 7 - G l u c . 336 ,268 ,2612 . 7 5 
81 Api i i í a 5 - 4 ' - 0 H , 7 - B l u c . 337 ,268 69 












CRF < 8 3 (=65) 
73 










CRF <83 ( = 58 ) 
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PRIIíER,\ PARTE 
C a p í t u l o 
I I I 
3.1.3 IHICIACION AL ESTUDIO 3SPBCTRAL BN Ü.V„ Y- l'IEDIO 
NBUTRO DS LOS C-GLICOSIDOS EN RBLACIOK CON SOS 
ESTRUCTURAS. 
Los C-Glic6sidos de las flavonas, di-
sueltos en medio neutro, presentem unas peculiares 
respuestas espectrales en el ultravioleta, que debi-
damente analizadas, pueden constituir la base para 
su claidPicación y posible identificación. 
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Bl parámetro DEM que consideramos .(dis-
tancia entre loy náximos más representativos en cada 
una de las bandas A y B), puede ser un elemento auxi-
liar en ei conocimiento de estos compuestos. 
RESULTADOS - INTaRPRETACION 
12, Toda flavona con una R-5 expresada por un máximo 
entre 270 y 274 nm, debe ser basificada en un 
principio como un derivado C~giicosídico, en las 
posiciones 6 y/ú 8. 
22. Si el máximo en la banda A se muestra entre 326 y 
338 nn!. es un díjrivado de la apigenin»?.. 
32. Si está expresado entre 342 y 350 nm es un deri-
vado con sustituyentes en 3'y 4'. 
42, Por el valor del parámetro DBK podemos deducir; 
a) De 56 a 66: Derivados de la Apigenina 
b) De 70 a 72: •• •• " Diosmetina 
c) De 75 a 76: ' " Crisoeriol 
d) De más de 76: " «» Luteolina 
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52, En general, si se aprecia una inflexión entre 
290 y 312 indica que en la posición 8 existe 
una unión C-glicosíclica. 
62. La iáentificación de la Orientina (346,2933,26?, 
255), pese a su R-5 ele 267 roa, está basada en la 
observación de que sólo ciertos C-glicósidos tie-
nen un espectro caracterizado por presentar una 
inflexión entre 290 y 295,nm seguida a menor lon-
gitiici de onda de dos respuestas únicas expresadas 
como máximos. 
La propiedad de los C-glicósidos de no 
hidrolizarsc por los métodos normales debe servir tam-
bién de guia para su caracterización. 






Fórmula Máximos e infiex 
5~OH,4r7diBt,8-C-gluc. 326,270 
5,7di-OH,4^Raran,8-C-gluc.332,303a,271 
3 ísovitexina. 5,7,4-0H,6--C-gluc. 336,271 
4 Saponarina 5,4-0H,7-gluc,6-C-gluc. 336,271 
5 Vitexina 5,7,4^H,8-C-gluc. 336,303»,27Ó 
6 Ramn-Vitex. 5,7,4-0H,8-C-Ramn-gluc. 336,3033,270 
7 X i l -V i t ex ina 5 ,7 ,4 -^H,8-C-Xi l -g luc . 335,3011,270 
8 Violant ina 5 ,7 ,4^0H,6,8-diC-gluc . 335,311»,274 
9 Diosra-6-8-. 5,7,3-0H,4-0CH3,6,8diC-
- d i - C - g l u c . g lucós ido . 344,274,257* 
10 Diosm-8-C-g. 5,7,3-0H,4-^CH3,8-C-gluc.343,2904,272,252 
11 Scoparina 5,7,4TOH,3-OCH3,8-C-gluc.345,270,251 
12 Diosme-6-C-g.5,7,3-^H, 4-0CH3,6-C-.gluc. 344,272,253 
13 Lucenina 1 5,7,3;4^0H,6-8-diC-gluc. 349,272,257 
14 Isoorientina 5,7,3;4^H,6-C-gluc, 349,271,255,242* 
15 Orientina 5,7,3;4iOH,8-C-gluc. 346,2936,267,255 


































Respuestas tomadas de Geissman,1962, Gentili y Horosritz, 
1968 y Mabry,1970, y de las obtenidas por nosotros. 
3.2 §,BGÜNDA_PARTB 
3.2.1 Investigación de la DOTACIÓN FLAVONOIDEA en el 









3.2.1. ESTUDIO O'.'. LA DOTACIÓN FLAVOMOIDSA DEL C. LIMOWÜM. 




Hemos adoptado la sistemática siguien-
te para el estudio de los flavonoioos, en caca una de 
las partes ú órganos del C.Limonum, var. Sureka: 
A.- 03TENCI0K DS UN EXTRACTO CONCENTRAl^ O RICO 
EN FLAVONOIDBS. 
B.- AISLAMIB^ ÍTO DE LAS FRACCIONES FLAVONOIDBAS 
CONTENIDAS EN SL EXTRACTO. 
C - PURIFICACIÓN DB LAS FRACCIONES AISLADAS. 
D.- ESTUDIO DE LOS FLAVONOIDBS AISLADOS Y PURI-
FICADOS COHO GLICOSIDOS. 
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B.- ESTUDIO BN EL HIDROLIZADO DE LAS FRACCIONES 
FURAS DE LAS AGLICONAS Y LOS AZtíCARES ESCIM-
DIDOS. 
F.- HIDRÓLISIS ALCALINA PARA IDENTIFICAR EL 
ANILLO B» 
6.- RESUMEN DATOS OBTENIDOS 
Antes de pasar a describir los procedimien-
tos que hemos empleado» se aclara que algunas de las 
técnicas han sido ya expuestas én los respectivos apar-
tados de l03 antecedentes» por lo que estimamos s^ri^ 
reiterativo volver sobre el mismo tema. Sólo en los 
casos que consideremos oportimo haremos mención de 
al gima ténica. 
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A.- OBTENCIÓN DE ÜN EXTRACTO CONCENTRADO RICO BN 
FLAVONOIDBS 
A.I.- Inactivación enaimáticá del producto vegetal 
fresco. 
Para tal fin se aprovecha la operación 
de desecación del material vegetal, una vez lavado el 
mismo, deshidratándolo- en corriente de aire caliente, 
a 609C, durante doce horas. 
El material vegetal desecado, se pul-
veriza antes de someterlo a las técnicas de extracción. 
A.2.- Purificación del material por tratamiento con 
disolventes no polares. 
El materisúL vegetal, inactivado y pul-
verizado, se introduce en cartuchos de papel de filtro 
perfectamente cerrados. En Shoxlet se trata con éter 
de petróleo (40-60SC), hasta que no se observe extrac-
ción de color por el disolvente. 
Cuando el material vegetéa sea rico 
en clorofilas, como las hojas verdes, se extrae 
seguidamente con tricloroetiieno. 
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A.3.- Obtención úol extracto alcohólico y concentración 
t.iel mismo 
A continuación del tratamiento con 
disolventes no polares, se comienza la extracción 
con alcohol metílico ael 36 % y se continua hasta que 
no se observo extracción de color, áste tratamiento sue-
le ¿urar unas veinte horas. 
fíl concentrado ciel extracto metcunólico 
3C consigue por .neciio ce un Rotovapor, trabajando en-
tre O y 502C. 
3.- AISLAI-ilElS'TO úfí LAS FRACCIOKISS FLAV0H01L;a/\S COMTB-
HIDA5 BN EL fiXTRACTO. 
B.I.- Cromatografía en columna de Sephadex. 
De 1 a 2 mi del extracto concentrado 
se hacen pasar por columna con Sephadex 6-25 Medio y 
agua como eiuycnte, recogiendo fracciones de 10 en 
10 mi. 
Se seleccionan las fracciones signifi-
cativas por mfcio de barríaos espectrofotomítrieos. Es-
ta columna es especialmente apropiada para la separación 
de los C-glicósi'^os, 
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Para la separación de los demás glic6~ 
sidos se ha empleado la columna con Sephadex LH-20 y 
HE A corao cluyente, siguiendo la misma técnica anterior, 
'B.2,-- Ice-ttificaci6n preliminar de los flavonoides 
Las fracciones obteYíiuas por cromato-
grafía en columna, con barriaos espectrofotoraétrieos 
similares, se reúnen y concentran en Rotovapor. Si se 
forman precioitacos en esta operación, se separan por 
filtración y se estudian por espectrofotoiáetría y crcmato-
.grafía, cada uno de ellos por separauo. Sn este momen-
to se recurre a los diferentes tipos ce reacciones de 
color para obtener la mejor información ce cada una 
de las fracciones. 
B.3.- BaTtpleo de la cromatografía preparativa sobre pa-
pel Whatman 3 MM« 
Los concentrados de los extractos, 6 
los precipitados, obtenidos según se cescribió anterior-
mente, son tratacios por cromatogi'afía preparativa sobre 
papel Whatman 3 MM y ac.acético al 15 %•, como líquido 
de cesarrollo. Terminaba ésta, que suele durar entre 
6 y 8 horas, se secan las tiras de papel y se obser-
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van a la luz ultravioleta a 360 y 254 nm. 
Por haber extenciuo e.l producto en 
el espacio oe partida le forma lineal se observan 
óespués uel cesarrollo ¿istintas banaas, oeliinitáncose 
caaa una de ellas coa un lápiz, se recortan algunas ti-
ras de papel ea el mismo sentico úel úesarrollo, para 
tratarlas con distintos reactivos coloreados, a fin de 
pooor cetectar la presencia de ciertas bandas que» tan-
to en el visible como en el ultravioleta no se hubieran 
podico apreciar. 
Cada una de las bandas separadas, de-
bidamente recortada, se eluyen con metanol 90 ?í. Los 
eluatos que se obtienen se estudian por espectrosco-
pia en ü.V. y reacciones de color, y se someten a una 
segunda cro:iiatografín, con la misma c3ase ce papel y 
el eluyente T B A (tert-butanol, ac.acético, agua, 
(3:1:1) (v:v:v),3e continúa del modo ya descrito. En 
ciertos casos, al llegar a este momento, se pueden 
obtener las sustcincias aisladas lo suficientemente 
puras para iniciar los análisis ce identificación. 
88 
C - PURIFICACIÓN DE LAS FRACCIONES AISLADAS. 
C.l,- Por recromatografía sobre papel y diversos 
eluyentes« 
Si las fracciones aisladas por los 
procediiüientos anteriores están acompañadas de im-
purezas 6 de otros flavonoides, se hace preciso so-
meterlas a otros procesos de purificación. General-
mente realizamos dos series de cromatografías prepa-
rativas en papel Whatman 3MM con los sistemas de elu-
yentes que citamos: 
12 Con Ac. acético a diversas concentraciones, 
según los casos. 
2fi Con B.A.W 6 T.B.A según los casos. 
D.- ESTUDIO DE LOS FLAVONOIDES AISLADOS Y PURIFICADOS 
D.l.- Reacciones de color para su identificación por 
grupos. 
Por medio de las reacciones de color 
podemos saber, inicialmente, si el derivado flavonoideo 
es : Plavona; flavonol, flavanona ó chalcona. (Véase 
cuadro de reacciones de color en la pags 22 y 23). 
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D,2.- Estudio inicial espectrofotométrico en ü.V. en 
medio neutro, 
-OH libre en 5 
Se detecta por el máximo específico en 
la banda B entre 263 y 283 nm, menos frecuentemente 
por una inflexión. 
- Sustituyentes con.iunto'? en 3^ y 4* 
Se reconoce tal circustancia por el 
valor de los respectivos CRF, que si es mayor de 83» 
expresa la presencia de sustituyentes en dichas posi-
ciones. 
- Sustituyentes en 6 y/ú 8. 
Se reconoce tal presencia por el efecto 
batocrómico que experimenta la R-3» superior a 269 nm. 
- C-glic6sidos 
Una vez identificada una sustancia como 
flavona, si su R-3 está entre 270 y 274 nm nos indica 
la pertenencia a éste grupo. 
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Para completar el estudio tie estos 
compuestos, tendremos en cuenta los resultados sobre 
los mismos expuestos anteriormente.. 
Esqueleto estructural básico. 
Por medio cel valor de la respuesta 
en la banda A, se puede conocer el esqueleto estructu-
ral básico de las flavonas: 
a) Si está constituida la banda A por una inflexión, 
inaica Céirencia de sustituyentes en el anillo B. 
b) Si está formaca por un máximo puede ser: 
Inferior a 330 nm, indica carencia de sustituyentci; 
en el anillo B, 
Bntrc 330 y 539 nm, está en relación con los deriva-
dos de la Apigenina. 
Y entre 343 y 349 nm, están relacionadas con el gru-
po de la Lutcolina. 
D.3..- Estudio espectral en ultravioleta por medio de 
reactivos alcalinos. 
Con los reactivos alcalinos, se puede 
conocer la existencia de: 
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- Hioroxilo libre en 4* 
a) Con metilato sódico se observa desplazamiento 
batocróiaico en banda A, de 40 a 65 nm; sin ciecrecer 
en intensidad, 
b) Con acetato sódico no fundido, si no existen 
los -OH en 3 ó 7 puede haber una inflexión en la ma-
yor longitud de onda (Banda A), 
c) Con acetato sódico fundido, exento de ac.acé-
tico, se obtiene un máximo sirail^ r^ al obtenido con 
KeONa.. 
d) Con amoníaco el desplazamiento batocrómico en 
la banda -v es superior a 15 nm. 
- Hicroxilo libre en 7« 
a) Con acetato sódico, se observa un desplazamien-
to batocrómico de 5 a 20 nm en la banda B. 
b) Con NH3. Desplazamiento batocrómico en banda B, 
de 7 a 22 nm. 
D.4.- Estudio de espectros en ultravioleta por medio 
de reactivos metálicos y con AcONa/BO-^ H'^ . 
Con los reactivos metálicos, se puede 
conocer la existencia de: 
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- Agrupación 0-dihidroxílica 
a) con Ci^Al/ClH.- Desplazamiento hipsocró-
mico en la B.A. de 30 a 40 rm, frente al espectro del 
CI3AI. 
b) con AcONa/B03H3.~ Desplazamiento bato-
crómico en la B.A. de 12 a 30 nm. frente al espectro 
en metanol. 
D,5.- Ensayos de comprobación croroatográficos. 
Utilizando papel Whatman nfi 1 y croma-
tografía en capa fina (poliamida, celulosa, gel de sí-
lice, etc.) con diversos eluyentes, se obtienen datos 
identificativos, frente a patrones puros. 
B.- ESTUDIOS EN EL HIDROLIZADO DE LAS FRACCIONES PPRAS. 
DE LAS AGLICONAS Y LOS AZUCARES ESCINDIDOS. 
B.I.- Hidrólisis acidas de las fracciones aisladas 
Las fracciones aisladas se someten a 
hidrólisis en baño.maría con 1 vol* de CIH 2 N más 
1 volumen del eiuato alcohólico para estudiar las agli-
conas» así como los azúc¿u?es que estuvieran ligados* 
Terminada la hidrólisis» se extraen las agliconas con 
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éter etílico y seguidamente con acetato de etilo» Las 
agliconas de los O-glicósidos deben estar en el ex-
tracto de éter etílico. Si en este no se encuentran, y 
si se hallan flavonoides en el extracto de acetato de 
etilo, lo más probable es que sean C-glic6sidos. 
azúcares• 
En los ixquidos acuosos se estudian los 
En todos los casos se emplea la croma-
tografía en papel y capa fina, preferentemente frente a 
patrones puros, seguido en los casos que sea preciso, 
de estudio espectrofotométrico en U.V. de las agliconas. 
P.- HIDRÓLISIS ALCALINA PARA IDENTIFICAR EL ANILLO B. 
F.l.- Hidrólisis alcalinaX 
Una fracción pura y desecada, del or-
den de 0,5 a 1 mg, se mezcla con 1 mi de KOH al 40 %, 
y se hierve durante 40 min. Se acidifica con CIH y se 
extrae con éter etílico (13 ml x 2). La disolución eté-
rea se trata con disolución de bicarbonato al 8 %• Estos 
líquidos se acidifican y vuelven a extraerse con éter etí-
lico, se concentran y cromatografían en placa de gel de 
sílice, con (SLstintos eluyentes, frente a derivados puros 
de ácidos fenólicos. 
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6.- ANÁLISIS COMPARATIVO DE DATOS 
6,1.- Estudio analítico 
Co el fin de afijrmar definitiv.amente la 
identificación de un compuesto, se comparan las dis-
tintas conclusiones sobre su estructura. 




Las hojas adultas, lavadas para eli-
minar restos de insecticidas y secadas a 50SC.» se tri-
turan, tamizan y se extraen en Shoxleth con éter de 
petróleo de la fracción 40-609C, y seguidamnite con tri-
ol oroetileno para eliminar grasas, ceras, clorofilas y 
clorofilinas. A continuación se extrae con raétanol du-
rante 24 horas. 
Los extractos alcohólicos se dejan 
enfriar en frascos tapados, a temperatura ambiente, 
formándose un precipitado blanquecino que se sepcura 
por filtración. Los líquidos filtrados se concentran 
a sequedad, a baja temperatura (en Rotovapor a menos 
de 508C). 
El eaJa?acto seco se trata con una 
pequeña cantidad de agua destilada para redisolverlo 
parcialmente. Unos dos mi de éste extracto acuoso de-
bidamente filtrado se introducen en una columna de 
cromatografía rellena de Sephadex G-25 Medio, y co-
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mo eluyente se emplea agua destilada. Las fracciones 
se recogen de 10 en 10 mi. 
Los conjuntos de fracciones más sig-
nificativas son: 
Ifi.- FRACCIONES 30*45 
2S.- " 46-60 
32.- 61-75 
Cada uno de este conjunto de fraccio-
nes se evaporan \ a sequedad. Bl residuo se redisuel-
ve en metanol y se someten a cromatografía preparati-
va con papel Whatman 3 MM, utilizando la técnica mono-
dimensional descendente y como líquidos de desarrollo 
ácido acético al 15 % yT.B.A. 3.1.1. (butanol tercia-
rio-ácido acético-agua), para cada una de las fraccio-
nes anteriormente aisladas. 
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12.- FRACCIONES 30-45 
TABLA IX 
Conjunto de valores de los Rf y espectros en P.V» 
Fracción Rf Ac. Rf T.B.A Máximos en inflexio-







































































De forma.pre^éirativa se recroraatogreLfla sobre 
Vhatman nsi y ac.acético 40 %. 
Se separan tres sustancias con los siguientes 
Rf y color con reactivo de Neu: 
Al = 0,62 - Amarillo 
A2 s= 0,68 Verde claro 
A3 = 0,80 - Blanquecino 
Siendo sólo 3tas dos primeras significativas. 
Substancia Al ; 
Reacciones de coló»; 
Presenta respuesta típica de flavona. 
Estudio espectral; 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 345, 265, 253a 
NaOMe 401, 290% 270 
AICI3 415, 365, 295a, 265 
AICI3/HCI 390, 355, 293a, 264 
NaOAc 400, 320% 282a, 269 , 253a 
Na0Ac/H3B03 355, 276% 267 , 253a 
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En medio neutro; 
-Hiároxilo libre en 5 : Positivo (R-5 = 26? nm) 
(R-5 = Respuesta típica del hídroxilo en 5). 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4': Positivo. 
CRP > 83 ' 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8 : No tiene, 
-C-glicósido en 6 y/ú 8 : No tiene 
-Esqueleto estructural básico: De utiderivado de la Lu-
teolina, es decir , con dos sustituyentes en 3'y 
4Í (Máximo de la banda A, 345 nm). 
gon reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo libre en 4'; Positivo» 
-Hidroxilo libre en 7 : Negativo. 
Con AlCl'^  y AICI3/HCI y NaOAc/HsBO^; 
-Hidroxilo en 5 libre : Positivo. 
-Agrupación o-hidroxílica libre en 3'y 4'; Negativo. 




Cromatogí'afía sobre papel. 
Vhatman ns l 
Técnica monodimensiona3[ ascendente 
Sattir ación 1 hora. 
Valores de los Rf de la Substancia Ai¡ 
Bluyentes 
Ac.Acético 10 % 
B.A.V 4.1.5 






En la substancia Al, debido a que existe en muy 
pequeña cantidad de momento no ha sido posible practi-
car otras reaciones de comprobación. 
Por todo ello Oreemos se trata de un glicó-
sido en posición 7 de Crisoeriol. 
substancia A2 
Dá reacciones coloreadas de flavonas. 
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.Máximos e inflexiones en nm 
345, 267, 251, 2402 
400, 2902; 269, 255a 
385% 360, 293, 273S, 263 
383% 355, 293, 2753, 264 
405 , 290% 263, 253* 
350 , 295% 253 
En medio neutro; 
-Hidroxilo libre en 5 : Positivo ( R~5 = 267 nm). 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4': Positivo (CRP>83), 
-Sustitutentes en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-Esqueleto estructural básico: De un derivado de la 
luteolina, es decir con dos sustituyentes en 3' y 
4! (Máxima respuesta ,en la banda A, 345 nm). 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo libre en 4': Positivo. 
-Hidroxilo libre en 7 : Negativo. 
Con AlCl^ . AICI3/HCI y NaOAc/H3B03: 
-Agrupación 0-liidroxííica libre en 3'y 4': Negativo. 
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Por cromatogi'af ía sobre papel Whatraan nsi y técanica mo-
nodimensional ascendente, se af>recian los siguientes 
Rf: 
Ac. acético 10 % O»20 
B.A.W. 4.1.5. 0,60 
Ac. acético 30 % 0,64 
Hidrólisis acida; 
En el extracto etéreo se identifica 
una aglicona, que por cromatografía en placas de gel de 
sílice, con benceno>dioxano-ac. acético (90.23.4), se 
desplaza una sustcuicia con Rf de 0,47, frente a patrón 
de apigenina que proporciona un Rf de 0,40. 
Aislada la agiicona medieuite cromatografía preparativa 
con papel Whatman 3MM frente a. ¿c. acético al 15 % y 
T.B.A. 
Estudio espectrofotométrico en ü.V. de la agiicona: 
Medio . Máximos e inflexión en nm 
Metanol 347, 269 ,249*, 242 
NaOMe 405, 3292,275*, 263 
AICI3 390, 365^,295 , 275, 262 
AICI3/HCI 386, 364 ,293 , 275, 259 
NaOAc 395, 321 ,271 
NaOAc/H3B03 350, 268 
(a) = Inflexión. 
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En medio neutro: 
-Hidroxílo en posición 5 : Positivo (R-5 = 269). 
-Sustituyentes en las posiciones conjuntas 3'y 4': 
: Positivo. ( CRP>83). 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-C-glicósido en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-Esqueleto estructural básico: Derivado de la Luteolina. 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilos en 4'libre : Positivo. 
-Hióioxílo en posición 7 libre : Positivo. 
Con AICI3 , AICI3/HC1 y NaüAc/HaBOa: 
-Agrupación 0-hidroxílica libre en 3"y 4': Negativo. 
Estructura más probable; Crisoeriol 
.OCM3 
OH 
Análisis cromatográfico de la aglicona; 
Por las técnicas habituales, se obtienen los Rf para 
la aglicona problema y que comparando los obtenidos 
para el crisoeriol puro, resulta ser un compuesto idén-
tico: 
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Valores de los Rf 











Análisis de azúcares en la fracción acuosa del hidro«» 
lizado : 
Se aprecia una sola fracción de azúcar. 
E luyen tes Azúcar A2 • (glucosa Ramnosa 
1 0,20 0,20 0,65 
2 0,28 . 0,27 0,52 











Acetato de etilo. Isopropéuiol. Agua. 
( 65. 23,4 . 11,7). Whatman nS 1. 
Cloroformo. Metanol. Agua. (64.36.8). 
Soporte .: placas de gel de sílice. 
Acetato de etilo. Metemol. Ac. acético. 
Agua. (60.15.15.10)..Soporte : placas de 
gel de sílice. 
Hidrólisis alcalina : 
1 mi de rOH al 45 % más el extrac-
to de la aglicona se colocan en estufa a l20fiC una hora. 
Se neutraliza el residuo alcalino con HCl 3N. Se enfría., 
y extrae con éter etílico ( 2 x 15 mi). Reunidos los -
líquidos etéreos se extrae con bicarbonato sódico al 8 % 
(2 X 15 mi). Los líquidos bicarbonatados se acidifican 
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hasta pH = 5. Nuevamente se extrae con éter etílico 
( 2 X 13 mi). Estos líquidos se llevan a sequedad y se 
redisuelve concunas gotas de metanol; esta disolución 
contiene el ácido problema; se sigue un proceso cromatogra 
fico frente a los derivados de. áóidos fenólicoslque nos 
sirven como testigos. 
Análisis cromatográfico; 
Placas de gel de sílice. 
Bluyente 1 : Benceno.Dioxemo. Ac.Acético 90.23.4 • 
*' 2 : Benceno. Metéinol.Ac.Acético 43* 8.4 • 
Valores de los Rf hallados; 
Eluyentes Problema Ac.Vaníllico Ac. Parotocatéquico 
1 0,34 0,54 0,32 
2 0,61 0,61 0,40 
Se reconoce el derivado problema como ácido Vciníllico. 
RESUMEN; 
Se identifica el compuesto A2 como un 7-gluc6-
sido del Crisoeriól. 
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FRACCIÓN Bl 
Reacciones de color; 
Sustancia con carácter de flavona. 









En medio neutro: 




























- H:|.droxilp libre en 5: Positivo (R-5 = 270 nm). 
- Sustituyentes conjuntos en 3' y 4': Positivo (CRP>83) 
- Sustituyentes en 6 y/ú 8: Posible (R-5 » 270 nm), 
~ C-glic6sido en 6: Muy probable (Palta de inflexión 
a 290 nm). 
- Esqueleto estructursa básico: De un derivado de la 
luteolina, es decir con dos sustituyentes en 3'y 4'.« 
(Máxima respuesta en la banda A,344 nm). 
- Esqueleto estructiiral más probable: De un C-glicósi-
do en posición 6, derivado de la diosmetina* (DEM s 
72). 
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Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo libre en 4' : Negativo. 
-Hidroxilo libre en 7 : Positivo. 
Con AICI3 y AICI3/HCI y HaOAc/H3B03; 
Agrupación 0-dihidroxílica libre en 3' y 4': Negativo 
Es*-ructttra probable; De jxn. C-glicósido de diosmetina; 
271 c-(eUco$\í ^ ^0»* 
OH o 
Cromatografía sobre papel. 
Vhatmcín nfi 1 . 
Técnica n ^ nodimensional descendente. 
Saturación 1 hora. 
Valores de los Rf de la fracción Bl, y de los compues-





Ac.acético 10 % 
Ac.Acético 30 % 




















(1) Gent i i i y Horowitz,1968. 
(2) Gen t i i i y Horo\sdtz,1968. 
109 
B.A.W «: Butanol normal. Acido acético. Agua. 
AB.P.V . % Acetato de etilo. Acido fórmico. Agua. 
(&) -? Pase superior. 
Hidrólisis acida 
Se parte de volúmenes iguales de la 
disolución alcohólica del problema y de HCl 2N,y se 
•tratan en b.m. hirviente durante dos horas. Se en£rla 
y se extrae primero con éter etílico y seguidamente 
con acetato de etilo* 
En el extracto de éter etílico: no se 
observan agliconas; en el de acetato de etilo se com-
prueba la presencia de flavonoides por espectrofoto» 
metría. Por cromatografía sobre Vhatman nfil, se obtie~ 
nen los siguientes valores de Rf: 
(1) (2) 




AC.Acético 10 % 
Ac.Acético 30JÍ 
(1 y 2 ) Valores obtenidos por Gentili y Horovitz 1968. 
La fracción Bl'•se comporta cromator 


















Diosmetina* La fracción Bl" tiene idénticos valores 
de Rf que la 8-C-glucosil Diosmetina. 
Análisis de azúcares en la fracción acuosa del hidroli-
zado* 
Resultado : Negativo. 
RESULTADO FINAL.-
La fracción Bl, se identifica como el 
6-C-glúcósido de Diosmetina. 
La fracción Bl' se identifica también 
como el 6-C-glucosil Diosmetina; 
La fracción Bl" se identifica como el 
8-C-glucosil Diosmetina» isómero del correspondiente-
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Reacciones de color,$ 
Sustancia con carácter de flavona. 
Estudio espectrofotométrico eu ü«V> : 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 334, 309», 273 
NaOMe 398, 329 , 283 
AICI3 3803,358 , 300, 278 
A1C13/HC1 380a,356 , 3158,281 
NaOAc 394, 335», 3152,281 
NaOAc/HjBOg 340, 323», 273 
Amoníaco 382, 305», 282 
En medio neutro 
-OH litoe en posición 5 : Positivo .(S-5 » 273 nm)« 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4*i Negativo (CRP< 83) 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8: Muy probable (R~5=273 nal). 
-C-^lic6sido en 6 y/ú 8: Muy probable, (inflexión a 309») 
-Esqueleto estructtiral básico de la Apigenina. (Máximo 
en la banda A , a 334 nm) • 
-Esqueleto estructural mas probable: De ixa C-glicósido 
en 6 y/ú 8 derivado de la Apigenina; 
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Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo libre en posición 4' : Positivo, 
-Hidroxilo libre en posición 7 : Positivo. 
Con AICI3, A I C I V H C I y NaOAc/H3B03; 
-Agrupación 0-hidroxilica ibre entre 3*y 4' : Negativo, . 
Bstructiara más probable; De un C-glicósido de Apigehina. 
1 -C-GCocosi^' 
OH 
Cromatografía sobre papel; 
Vhatman, nsi. 
Técnica monodimensional descendente • 
S at oración-i—hora-» -
Valores de Rf hallados para la fracción B2 y los C-glucó-
sidos en 6, 8 y di-C->glucósido en 6 y 8 de la Apigenina. 
Eluyentes B2 
B.A.W 4,1.3 0;iC 
B.A.V 20.6.15 0,35 
Ac.Acético lÓ % 0,49 
Ac.Acético 30 ?í 0,68 
AE.F.V 10.2.3 (&) 0,16 
(&).- Fase superior. 
























En el extracto de éter etílico no se en~ 
cuentrcín flávonoides* En el de acetato de etilo se halla 
una sustancia de respuesta idéntica a las de la fracción 
B2. 
Separación cromatográfica del extracto de acetato de etilo , 
\ ... . • • 
Vhatmsui 3 MM 
Técnica monrdimensional descendente 
Saturación 3 horas 
Eluyentes 
Ac.Acético 15?i 




Estudio espectrofotométrico én"U;Vt de la aglicona aislada^ 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 334 , 309», 273 
NaOMe 398 , 329 , 283 
AICI3 38oa, 358 , 300 , 278 
AIGI3/HCI 380a, 356 , 315», 281 
NaOAc 394,;:335», 315», 281 
NaOAc/H3B03 340 , 323», 273 
Amoniaco 3S2 , 305», 282 
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En medio neutro; 
-OH libre en posición 5 : Positivo, (R-5 » 273 nm). 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4': Negativo (CRP<83). 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8 : Muy probable (R-5 « 273 nm), 
-C-glicósido en 6 y/ú 8 : Muy probable (inflexión.a 3092)* 
-Esqueleto estructural más probable : De un C-glicósido 
en 6 y/ú 8 derivado de la Apigenina.' 
Con reactivos alcalinos; 
Hidroxilo libre en posición 4* ; Positivo 
Hidroxilo libre en posición 7 : Positivo 
Con AICI3, A I C I V H C I y NaOAc/H3BO<i; 
-Agrupación 4ihiároxllica lib3?e en 3' y'4'; Negativo» 
Estructura más probable; De un C-glicósido de la Apigenina. 
7 C-GI«c»sil 
ÓK Ó 
Estudio cromatográfico de la aglicona; . 
Vhatman nsi 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 1 hora* 
Valores de Rf hallados» comparados con la fracción B2 y con 
el 6-8 diC-glucosilApigenina 
Bluyentes Aglicona B2 6-8 dic-g.(l) 
B.A.V 4.1.3 0,15 0,16 0,15 
Ac.Acético 30 % 0,68 0,68 0,68 
(1) Harborne 1067. 
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Análisis de azúcares en la fracci6n acuosa del 
hidrolizado; . . 
Resultado:negativo 
RESULTADO FINAL; 
La fracción B2 no se hidroliza con 
los sistemas practicados a 0-glic6sidos. Ello prue-
ba también su unión C-glicosldica. No se observan 
azúcares libres* 
Las respuestas cromatografícas y espec-
trofotométricas coinciden con el 6-8 di-C-glucosil 
apigenina. ' 
117 









Reacciones de color; 
Sustancia con carácter de flavona. 



















329 , 282 
304a, 280 
305a, 281 
352 ,304 , 275 , 236 
350 , 304, 275 , 235 
310a, 285a,272 
-OH libre en posición 5 : Positivo (R-5 » 272 nm), 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4':Negativ6 (CRP4 83). 
-Sustituyentes en 6 y/ü 8 : Posible ( R-5 « 273). 
-C-glic6sido en 6 y/ú 8 : Muy probable. 
-Esqueleto estructural básico de la apigenin£b(Máximo 
en la banda A, 335 nm). 
-Esqueleto estructural más probable: de un C-glic6sido en 
8 y derivado de Apigenina. (DEN s 63)* 
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Con reactivos alcalinos: 
-Hidroxilo libre en posición 4': Positivo. 
-Hidroxilo libre en posición 7 : Positivo, 
Con AICI3, AlCl^/HCl y NaOMe/H3B03.-
-Agrupación dihidroxílica en 3*y 4': Negativo. 




Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 1 hora. 
Valores de Rf obtenidos para la Fracción C, frente 
a patrones de Xilosil-vitexina y Ramnosil-vitexina. 
Eluyentes Fracción Xilosil Ramnosil • 
_____________ C vitexina vitexina 
Ac. Acético 10 % 
Ac.Acético 30 % 
B.A.V 20.6.15 
íftE.P.V. 10.2.3 (&) 0,40 















Se extrae el hidroliaado con éter etí-
lico y con acetato de etilo no observándose flavonoides 
en el primer extracto y sí en el segundo. 
Cromatografía preparativa del extracto de acetato de 
etilo; 
Whatman 3:MM 
Técnica monodimensional descendende. 
Saturación 3 horas. 
Después ¿el desarrollo se aprecian dos fracciones 
distintas con los siguientes valores de Rf; 
Eluyente Fracción C-A Fracción C-'B 
Ac. Acético 15 % 0,30 0,55 • 
T.B.A. 3.1.1. 0,43 0,57 
Reacciones de color: 
Ambas fracciones presentan res-
puestas de flavona. 
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Análisis de cada una de las nuevas fracciones obtenidas 
FRACCIÓN C-A 
Análisis espectrofotométrico en ü»V. : 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 336, 303^ , 270 
NaOMe 395, 330 , 278 
AICI3 387, 351 , 305 , 277 
AICI3/HCI 382, 343 , 302 , 278 
NaOAc 380, 301 , 280 
Na0Ac/H3B03 345, 330a , 271 
En medio neutro; 
-Hidroxilo libre en 5 : Positivo (R-5 = 270), 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4': Negativo (CRP<>83)* 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8 : Probable (Rr-5 « 270), 
-C-glicósido en 6 y/ú 8: Muy probable* 
-C-glic6sido en 8 : Probable ( por inflex a 303*)• 
Esqueleto estructural básico de la apigenina* (Máximo 
en la banda A, 336 nm). 
Esqueleto' estructural más probable: el de un C-glic6si-
do en 8 de la apigenina. 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo libre en posición 7 : Positivo 
-Hidroxilo libre en posición 4': Positivo* 
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Con AICI3 , AICI3 y NaOAc/H3B03 : 
-Agrupación dihidroxllica en 3*y 4' : Negativo. 
Estructura más probable; De un 8-C-glicósido de la 
apigenina. 
OH 
Análisis cromatográfico de la Fracción C-A; 
Vhatman nfi 1. 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 1 hora. 
Valores de los Rf hallados para la Fracción C-A, 
frente a Vitexina: 
Eluyentes 
Ac.Acético 10 % 
Ac.Acético 30 % 
B.A.W 4.1.5 
B.A.W 20.6.15 















Estudio espectrofotométrico en ü.V,; 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Ketanol 336, 271 
NaOMe 400, 329, 278 
AICI3 382, 350, 305, 278, 262* 
AICI3/HCI 380, 342, 303, 280, 260» 
NaOAc ' 385, 303, 279 
NaOAc/H3B03 4086,346, 274 
En medio neutro; 
-Hidroxilo libre en posición 5 : Positivo.(R<-5 » 271 ttm>. 
-Sustituyentes conjuntos en 3' y 4'::. Negativo (CRP<83)* 
-Sustituyentes c^n 6. y/ú 8 : Posible (R-5 » 271 nm), 
-C-glic6sido en 6 y/ú 8 : Muy probable* 
-C-glicósido en 6 : Probable (Carece de inflexión a 290^ nm) 
-Esqueleto estructural básico de la Apigenina. (Máximo 
en la banda A, 336 nm). 
-Esqueleto estructural más probable : el de C-glicó> 
sido en 6, derivado de Apigenins^. 
Con reactivos alcalinos: 
-Hidroxilo libre en posición 4': Positivo. 
-Hidroxilo libre en posición 7 í Positivo. 
Con AICI3, AICI3/HCI y NaOAc/H^BOSt 
-Agrupación dihidroxílica en 3'y 4': Negativo. 





Análisis cromatográfico de la Fracción C~B. 
Papel Whatman ns l 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 1 hora. 





Ac.Acético 10 % 
Ac.Acético 30 % 
AE.P.W. 10.2.3 (&) 
(&)- Pase superior 
Análisis de azúcares en la fracción acuosa del hidro-» 
lizado; 
Por cromatografía y frente a patrones de xilosa, 
ramnosa y glucosa • "" ' - . . 







































Eluyente 1 = Acetato de etilo . Isopropanol .Agua. 
(65. 23,4 . 11,7 ). 
Eluyente 2 = Cloroformo. Metanol. Agua. (64.36.8). 
Eluyente 3 = Acetato de etilo. Metanol. Ac.acético. 
Agua. ( 60.15.15.10). 
Al revelar con timol la muestra problema adquie-
re un color violeta rojizo, que al cabo de una hora ha 
pasado a azul, así como en la xilosa. 
RESULTADO FINAL." 
Se identifica la fracción C como la 
Xilosil vitexina. 















































Reacciones de color: 
Presenta característica de flavanona. 








Máximos e inflexiones en nm 
326, 283 





En medio neutro; 
-Hidroxilo en posición 3 : Positivo* 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo en posición 7 
Con reactivos metálicos: 
Negativo. 
-Hidroxilo en posición 5 : Positivo. 
Los valores de los Rf hallados en cromatografía prepa-
rativa y los espectros analizados son similares a ios 
de la Hesperidina. 
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Análisis cromatográfico. 
Whatman. nS 1, Gel de Sílice y Poliamida • 
Técnica modimensional descendente para papel. 
" •* ascendente * placa. 
Saturación 1 hora.-
Bluyentes 
Ac. Acético 10 % 
















D.A.A. = Dioxano .Acetona . Acético. 
N.M.v; s Nitrometano. Metanol. Agua. 
» I 
t 
Como en las demás fracciones, se proce-> 
de a la hidrólisis. En el extracto de éter etílico, 
se observa una aglicona, a la que pasamos a identificar. 
Croraatoarafía preparativa de la aglicona: 
Whatmeui 3 MM 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 3 horas. 
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Bluyentes 





Estudio espectrofotométrico de la aglicona aislada. 








323 , 246 
376 , 310 
372 ., 309 
323 , 2901 
333a, 289 
Sn medio neutro: 
-Hidroxilo en posición 5 : Positivo. 
Con reactivos alcalinos : 
-Hidroxilo en posición 7 : Positivo. 
Con reactivos metálicos; 
-Hidroxilo en posición 5 : Positivo. 
Análisis cromatográfico de la aglicona. 
Valores de los Rf hallados para la aglicona ^ente 
a la hesperetina, en distintos soportes y eluyentes: 
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Eluyentes Soportes 
Ac.Acético 30% What. 
B.A.W 4.1.5 " 





N.M s Nitrometano. Metanol. 
Análisis de azúcares en la fracción acuosa del 
hidrolizado;. 
Resultado : Glucosa: Positivo* 
Ramnosa: Positivo. 
RESULTADO FINAL. 
Queda identificada la fracción D 
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22.- FRACCIONES 46-60 
El conjunto de fracciones se concentra y ?:>.? 
somete a cromatografía preparativa con distintos eliiyen.tíJíít 
obteniendo los siguientes resultados. 
Cromatografía preparativa de las fracciones 46-60.-
Whatman 3 MM. 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 3 horas. 
Valores de los Rf hallados en las cromatografías: Se se-
para una sola bcinda significativa. 
Eluyentes Rf 
Ac.Acético 13 % 0,36 
T. B* Á 0*42 
Reacciones de color. 
Prés&nta típica respuesta de flavonas. 
Estudio espectrofotométrico; 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 346,,290a, 267 , 253 
NaOMe 382^290», 268 
AICI3 395^,355 , 290 , 267 , 240» 
•../ ... 
(o).- Con decrecimiento en intensidad. . 
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AlClg/HCl 3953, 350 , 2S0 , 268 , 240a 
NaOAc 370 , 318 , 268 
NaOAc/H3B03 345 , 275^, 269 
En medio neutro; 
-Hidroxilo libre en 5 : Positivo. ( R-5 = 267 nm ), 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4': Positivo (CRP>83). 
-Sustituyentes en 6'^y/ú 8 : Poco probable. 
-C-glicósido en 6 y/ú 8 • Poco probable, 
-esqueleto estructural básico: Derivado de la Luteolina. 
Con reactivos alcalinos>~ 
-Hidroxilo libre en posición 4': Negativo. 
-Hidroxilo libre en posición 7 : Negativo. 
Con AICI3 , AICI3/HCI y Na0Ac/H3B03; 
-Agrupación 0-hidroxíiica en 3* y 4' : Negativo. 









Análisis cromatográfico del producto aislado» 
Papel Whatman'ns 1. 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 1 hora. 
Valores de los Rf hallados para el producto xaislado 
Eluyentes Problema 




En el extracto de éter etílico se 
reconoce la presencia de una aglicona. En el de 
acetato de etilc no se observan respuestas de flavonoi* 
des» 
Cromatografía preparativa de la aglicona»-» 
VhatmcUi 3 MM» 
Técnica monodÉmensional descendente. 
Saturación 3 horas. 
Valores de los Rf hallados para purificar la aglicona. 
Bluyente Aglicona 
Ac. Acético 30 Jí 0,24 
T.B.A 0,80 
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Estudio espectrofotométrico de la aglicona aislada» 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 344, 290a, 267 , 251 , 240a 
NaOMe 385, 303^, 270 
AICI3 392, 362 , 295 , 272 , 268» 
AlCiyHCl 385. 350 , 295 f 275 , 265a 
NaOAc 368, 322 , 274 
NaOAc/H3B03 348, 268 , 253» 
En medio neutro; 
-Hidroxilo en posición 5 : Positivo. (R~5 - 267 nm). 
-Sustituyentes en posiciones 3' .y 4': Positivo. 
(CRP>83 )• 
-Sustituyentes en 6/y/ú 8 ; Poco probable. 
-C-glic6sido en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-Esqueleto estructural básico:derivado de la Luteolina. 
Con reactivos alcalinos»-
Hidroxilo libre en posición 4' : Negativo . 
Hidroxilo libre en posición 7 ' Positivo. 
Con AICI3, AICI3/HCI y NaOAc/H3B03; 
-Agrupación -dihidroxílica libre en 3' y 4': Negativo. 
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estructura probable; Diosmetina. 
.OH 
""•f^ v^ SO""' 
eu o 
Análisis cromatográfico de la aglícona» 
Whátmañ nfi l (8:) y Gel de sílice P254 (&&). 
Técnica monodimensional descendente (&) y ascendente(Se^), 
Saturación 1 hora. 










Ac.Acético 10 % 
Ac.Acético 30. % 
B.A.W 20.6.13 















B.D.A = Benceno. Dioxano .Acético. 
Tanto por las constantes espectrofotométricas como por 
las cromatográficas, la ¿glicona problema se identifica 
como Diosmetina. 
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Análisis de azúcares en la fracci6n acuosa del hidro-
lizadot 
Resultados: _, « .^ ^ 
Glucosa - Positivo, 




Whatmeui na i. 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 1 hora. 
















(l). Block y col. ,1958, 
(2). Horowitz , 1956. 
RESULTADO FINAL. 
Se identifica el compuesto analizado 




























32.- FRACCIONES 61 - 75 
Se sigue el proceso idéntico al efectúa-
do en las fracciones ¿interiores. 
Cromatografíar' preparativa. 
Whatman 3 MM 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 3 horas. 
Valores do los R£ hallados para las distintas fraccio-
nes aisladas. 
Bluyente 
Ac.Acético 15 3i 
T.B.A 







Ambas sustancias muestran respuestas cromo' 
génicas típicas de flavonas. 
FRACCIÓN A 
Estudio espectrofotométrico en Ü.V.; 
r-» 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 333, 268 
NaOMe 385, 300a, 269 , 245* 
»../ • • 
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Cont. 
AICI3 386 , 348 , 300 , 275 
AlCl^HCl 382 , 341 , 300 ,276 
NaOAc 387 , 355 , 267 , 257* 
NaOAc/H3B03 340 , 267 
En medio neutro; 
-Hidroxiio libre en posición 5 : Positivo.(R~5 = 267) 
-Sustituyentes conjuntos en 3''y 4f : Negativo . 
(CRP<.83) 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-C-glicósido en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-Esqueleto estructural básico: Derivado de la 
Apigenina ( Máximo banda A , 333 nm), 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxiio libre en. posióión 4':" Positivo. 
-Hidroxiio libre en posición 7 : Negativo • 
Con AICI3, AICI3/HCI y NaOAc/H3B03 ; 
-Agrupación o-dihidroxílica : Negativo. 
Estructura probable; Derivado de la apigenina. 
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Análisis cromatográfico. 
Se cromatografía la fracción A(posible derivado de 
Apigenina), frente a los derivados 7-Gluc6sido y 
7-Ramnogluc6sido• 
Valores de los Rf hallados para los tres compuestos: 













(l) Harborne,1967. . 
Hidrólisis acida. 
Se realiza como* en los anteriores 
compuestos. En el éter etílico se extrae una aglicona 
con característica de flavona. 
Cromatografía preparativa de la gglicona de la frac-
ción A; 
Whatman 3 MM. 
Técnica monodimensional descendente. 
Saturación 3 horas. 
Bluyentes Aglicona Fracción A 
Ac.Acético 30 % 0,30 
B.A. W 4.1.5 0,90 
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En medio neutro: 
Máximos e inflexiones en nm 
336, 295a, 
390, 323 , 
384, 350 , 
381, 340 , 








-Hidroxil© libre en posición 5 : PQsitivo (R-5 = 267 nm) • 
-Sustituyentes en posiciones 3'y 4': Negativo (CRP<83). 
-Sustituyentes en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-C-glicósido en 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-Esqueleto estructural básico : Derivado de la apigenina. 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo libre en posición 4' : Positivo. • 
-Hidroxilo libre en posición 7 Positivo. 
Con AICI3 , AICI3/HQI y NaOAc/H3B03: 
-Agrupación -dihidroxílica libre en 3'y 4': Negativo 
Bstructtara probable: Apigenina• 
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An¿lisis cromatográfice de la aglicona: 
Whatman na 1 (&) y GGI de sílice P 254 (&&)• 
Técnica monodimensional descendente (&) y ascendente 
Saturación 60 minutos (&) y 30 minutos (&&)• 
Valores de los Rf hallados para la aglicona y el 
patrón de Apigenina. 
Eluyentes 
Ac.Acético 10 % (&) 
Ac.Acético 30 % (&) 
Ac.Acético 50 % (&) 
B.A.W 4.1,5 (&) 
B.D.A 90.25.4 (&&) 
B.EíA. = Benceno. Dioxano. 

















Sólo se obseirva Glucosa. 
Resultado final; 
Se identifica éste compuesto como el 
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BstnAdio espectrofotométrico en P»V» 
Medio Máximos e influxiones en nm 
Metanol 348, 269*, 254 
NaOHe 394, 300», 262 
«ICI3 430, 330 , 296a, 272 
AICI3/HCI 390, 360 , 295*, 272 
NaOAc 402, 366 , 267*, 259 
Na0Ac/H3B03 370, 266*, 258 
En medio neutro; 
-Hidroxilo libre en posición 5 : Positivo (R-5 « 267*), 
-Sustituyentes conjiintos en posiciones 3*y 4': Positi-
vo. ( CRF>83). 
-sustituyentes en 6 y /ú 8 : negativo, 
•^-glicósido en 6 y/ú 8 : Negativo. 
-Esqueleto estructural básico: Derivado de la Luteolina. 
(Máximo en banda A ,348 nm). 
Con reactivos eJ.calinos; 
-Hidroxilo libre en posición 4' : Positivo. 
-Hidroxilo libre en posición 7 : Negativo. 
Con AlCl<a , fllClVHCl y NaOAc/HqBO'^; 
-Agrupación o-dihidrox£lica en 3'y 4' : Positivo. 
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Estructura probable; Derivado de la luteolina. 
OM O 
Análisis cromatográfico»-' 
Vhatman nfi 1. 
Técnica monodimensioneüL descendente. 
Saturación 1 hora. 
Valores de los Rf hallados para la Fracción B, frente 
al y-Ramnoglucósido de la Luteolina; que por las 
anteriores respuestas cromatográficas y espectrofotomé-
tricas péurece tratarse: 
Eluyentes Fracción B V-R.G.IiUteol» 
B.A.V 4.1.3 Cl,48 O>^0 
Ac.Acético 60 % 0,70 0,71 
Hidrólisis acida; 
Con el extracto etéreo del hidroliza-
do se obtiene una aglicona.Bn el extracto de acetato 
de etilo no se apz>ecia respuesta de flavonoidesÁ 
Cgomatografía preparativa de la aglicona; 
Vhatman 3 MM 
Técnica monodimensioncú. descendente 
Saturación 3 horas. 
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Valores de los Rf hallados para la aglicona de la 
fracción B y del patrón Luteolina. 
Eluyentes Aglicona Luteol ina 
Ac.Acótico 13?¿ 0,08 0 ,08 
Ac.Acético 505Í 0,47 0,47 
T.B.A 3 . 1 . 1 0,77 0 ,78 
B.A.W 4 . 1 . 5 0 ,70 0 ,71 
Estudio espectrofotométrico en ü.V. de la aglicona; 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 349, 290*, 267 , 253 , 2421 
NaOMe 400, 330S, 266 
AlCl^ 425, 328 , 300i, 274 
AICI3/HCI 385, 355 , 295*, 275, 266* 
NaOAc 384, 325*, 269 
NaOAc/H3B03 430*,370 , 300*, 260 
En medio neutro; 
-Hidroxilo libre en posición 5 ; Positivo (R-5 = 267). 
-Sustituyentes conjuntos en 3'y 4': Positivo (CRP>83). 
-Sustituyentes en posiciones 6 y/ú 8 : Poco probable. 
-C-glicósido en .6 y/ú 8 ; Poco probable. 
«Esqueleto estructural básico: Luteolina 
Con reactivos alcalinos; 
-Hidroxilo en posición 4' libre : Positivo, 
-Hidroxilo en posición 7 libre : Pesitivo. 
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Con AICI3 , AICI3/HCI y NaOAc/HaBOs: 
Agrupación 0-hidroxílica libife en 3' y 4' : Positivo» 
Estructura probable; Luteolina. 
M 
OH O 
Análisis de azúcares en los -líquidos del hidrolizado: 
Resultado: Glucosa •> Positivo* 
Ramnosa - Positivo. 
Resultado final;-
Se identifica éste compuesto como el 































El material se trata de modo similar al se-
guido en la hoja» Bl concentrado del extracto me tangu-
eo se cromatografía por coliumia de Sephadex LH«>20 con 
el eluyente MBA. Se aprecian tres grupos de fracciones 
más significativas: 
12 FRACCIONES 15-19 
2fi FRACCIONES 20-22 
3fi FRACCIONES 23-26 
1».- FRACCIONES 15 - 19 
Se concentran y crómatografieui de forma prepara- . 
tiva sobre papel, siguiendo las mismas técnicas emplea-
das en la hoja. 
Cromatogreifía preparativa; 
Vhatman 3MM (&), Poliamida (&&). 
Técnica monodimensional descendente (&)»ascendente (&&). 
Saturación 3 horas (&} y media hora (&&)• 
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Valores de los Rf obtenidos; 
Eluyentes 













Las dos sustancias aisladas 
(Problemas A y B), dan respuestas cromogénicas de 
flavanonas, * * 
Análisis espectrofotométrico ; 
Problema A 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 326 , .285 
AICI3 383 , 309 
NaOAc 329 , 283 
Por el estudio de los espectros se trata de una fia-
vanona con hidroxilo libre en posición 5 y cuya po-
sición 7 esta ocupada. 
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Problema B 
Medio Máximos e inflexiones en nre 
Metanol 328 , 286 
A1C13 383 , 309 
HaOAc 330 , 286 
Por el estudio de las respuestas se trata de una flava-
nona con hidroxilo iitxre eñ posición 5 y sustituido 
en posición ?• 
Hidrólisis acida.-» 
Se practica luia hidrólisis- acida con 
cada uno de los dos compuestos. Se cromatografian 
los extractos etéreos donde se hallan las agliconas. 
Cromatografía preparativa de las agliconast 
(&) Whatman 3MM 
(&&) Poliamida. 
(&) Descendente y (&&) descendente. 
Saturación 3 horas(&) y 1 hora (é)* 
Valores de los Rf hallados para los distintos problemas; 
Eiuyentes Soporte Aglicona A Aglicona B 
Ac.Acético 30% Vhat^ 0,67 0»?4 
N.M 5.2 Poliam. 0t38 0,33 
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Máximos e inflexiones en um 
3262, 289 
376 , 310 
323 , 290* 
Aglicona B 
Máximos e inflexiones en nm 
326a, 288 
378 , 312 
325 , 290» 
De las respectivas respuestcis espectrofotométri-
Ccis en ü.V. se deduce que las dos agliconas de flavas 
nonas poseen hidroxilos libres en 5 / !• 
Los datos obtenidos hasta ediora para las dos 
agliconas coinciden con los de hesperetina y eriodictiol, 
respectivamente. 
Comprobación cromatográfica frente a patrones de 
Hesperetina y Eriodictiol, ^ ' 
Vhatman nfi 1, técnica descendente (&). 
Poliéunida, técnica ascendente (&&)• 
Saturación de cámaras 1 hora. 
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Eluyentes Aglicona A Hesperetina 
Ac.Acético 30 % (&) 0,67 0,68 (l) 
B.A.W 4.1.5 (&) 0,90 0,90 (l) 
N.M 5.2 (&8c) 0,60 0,60 (2) 
(l). Valores coincidentes con los dados por Harbome, 
1967. 
(2), Valores coincidentes con los dados por Albach y 
Redman , 1969. 
Eluyentes Aglicona B Eriodictiol 
Ac.Acético 30 % (&) 0,55 0,55 (l) 
B.A.W 4.1.5 (&) 0,85 0,86 (l) 
N.M 5.2 (&&) 0,34 0,34 (2) 
Las referencias (l) y (2) son de la misma procedencia 
que en el casó de la hesperetina. 
Análisis de azúcares en los líquidos acuosos de los 
hidrolizados. 
En los dos problemas A y B, son positivos 
los análisis de azúcenles, con la detección de Glucosa 
y Ramnosa. 
RESULTADO FINAL.-
Se identifican los problemas: 
A: 7' Ramnoglucósido de Kesperetina 
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I I •^ NaOAc/HgBOa-
nm 
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28 FRACCIONES 20_-_22 
Estas fracciones son tratadas igual que las ante-
riors, al someterlas a cromatografía preparativa, con 
los eluyentes Ac. acético 15 ^  y T.B.A. 3.1.1 » cuyos 
veaores de Rf, así como las respuestas cromogénicas y . 
espectrofotométricas, son similares a las de las frac-
ciones B 1, 3 2, y C ya estudiadas en el primer con-
junto de fracciones de la hoja, y que se identificaron 
como : 6-C-glucosil diosmetina» 6-8-diC-glucosil api-
genina y xilosil vitexina. 
3^ ^ggACCIONBS ,2?—_g6 
Bl conjunto de fracciones se cromatografía de 
forma preparativa del modo habitual. Entre otras se 
separan dos bandas bien delimitadas que corresponden 
por sus análisis cromogénicos, cromatográficos y espec-
trofotométricos a determinadas sustancias ya identi-
ficadas en la hoja : 7-ramnoglucósido de la luteolina 




El extracto metanólico de corteza fué 
tratado durante dos horas con HCl 2N y extraído a con-
tinuación con éter etílico peira obtener sus aglíconas. 
Posteriormente se practica una extracción con acetato 
de etilo para separar los C~glicosidos. 
PARTE A : 
El residuo etéreo es cromatogreüPiado en 
columna de Sephadex LH-20, y como eluyente MEA* Las' -
fracciones más características segní&n el análisis espec-
trofolaiétrico inicial son : 















Cada grupo de estas fracciones se reónen 
y concentran a baja temperatura» para posterior análisis. 
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IS.- FRACCIONES 25-28, 
. Por los procedí-
mientos a.iteriormente expuestos, &n el estudio de las 
agllconas de flavanonas,se aislan e identifican las si-
guientes agliconas: Hasperetiíia y Briodictiol. 
gg.- FRACCIONES 29-30, 
Por medio de la cromatografía 
preparativa se aislan tres agliconas con valores de Rf 
y respuestas espectrofotométricas idénticas a las obte-
nidas para las agliconas : üiosmetina, Crlsoeriol.y 
Aplgenina» cuiteriormentc aisladas e identificadas en la 
hoja, 
3g.- FRACCIONES 31-34, 
Cromatografía prepanativa.-
Vhatman 3 MM. 
Técnica monodimensionéO. descendente. 
Saturación 3 horeis, 
Eluyentes Aglicona A • 
Ac. Acético 60 % 0,42 
T.B.A 3,1,1 0,60 
Reacciones de color; 
Respuesta típica de flavonol. 
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Máximos e inflexiones en tm 
375, 3401, 273S, 258 
327 desc.,28oa, 246 
435, 366 , 315 , 267 , 245 
430, 362 , 310 , 266 , 245 
390, 328 , 280 , 260i, 
376, 335a, 272 , 255 
Las respuestas son de una flavona con hidroxilos 
libres en las posiciones 3, 5, 7 y 4^ que no posee 
agrupación dihidroxílica en 3' y 4. 
Hidrólisis alcalina; 
Se realiza por los procedimientos 
ya descritos con el siguiente resultado: 
Ac« Vaníllico : Positivo. 
Estructura mas probable; Limocitrina.. 
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Comprobación cromatográfica; 
Vhatman nfi 1 
Técnica monodimensional descendendente. 
Saturación 1 hora. 
Bluyentes 
Ac.Acético 50 % 
T.B.A 3.1.1 
B.A.W 4.1.5 











Se identifica la aglicona A como la 
limocitrina : 3,5,7,4' hidroxi, 8,3'dimetoxi flavona. 
4g.- FRACCIONES 36-38. 
Por los mismos procedimientos 
se aisla de éste conjunto de fracciones una aglicona 
con las misméis respuestas cromatográf icas y espectro-















gg .- FRACCIONES 44 ~ 49 
Cromatografía preparativa; 
Vhatman 3KM» técnica monodimensional descendente. 
Saturación 3 horas** 
Eluyentes Fracción A 
Ac. Acó tico 50 3Í 0,36 
T.B.A 3.1.1 0,68 
Reacciones de color; Respuesta típica de flavonol. 
Estudio espectrofotométrico de la aglicona; 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metano! 370 , 326», 306», 268 , 252 
NaOMe 435 desc. , 330 , 270 ,240 
AICI3 430 , 361a, 300», 265 
A1C13/HC1 427 ,355 ,300», 270»,260 ,240» 
NaOAc 390 desc. , 320 , 274 ,260» 
NaOAc/B03H3 377 , 326», 302», 270»,255 
Estudio de las respuestas; 
-Hidroxilo libres en 3. 5, 7 y 4' 
-No posee agrupación dihidroxílica en 3'- 4' 
Lais constantes espoctrof o tomé tricas coinciden con las 
de la Isorhamnetina 
Estructura más probable: 
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Comprobación cromatográfica 
Valores de los R£ 
Eluyentes 
B.A.W 4-1.5 







(1) Valores dados por Gei5sman,1962. 
(2) " •• » Lebreton,1967. 
RESULTADO FINAL.-
Se identifica esta aglicona como 
Isorhamnetina• 
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6g.- FRACCIONEN 50-55. 
Cromatografía preparativa! 
Valores hallados sobre Vhatmann 3M(i: 
Eluyentes Aglicoaa-
Ac.Acético 60% 0,40 
T.B.A. 3.1.1. 0,60 
Estos veaores de Rf coinciden con los dados por 
Lebreton, 1967 y Mabry,1970 para la quercetina. 
Reacciones de color: 
Típica reacción de flavonoies. 
Estudio espectrofotométrico en ü.V. : 
Medio Máximos e inflexiones en nm 
Metanol 372 , 300*,. 270», 255 
NaOMe 321 desc. , 250» 
AICI3 458 , 330 , 305», 272 
AICI3/HCI 430 , 360 , 300a, 265 
NaOAc 390 desc. , 330 , 275 , 258» 
NaOAc/H3B03 388 , 300 , 260 
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Estudio estructural: 
Flavona con hidroxilo en 3, 5, 7 y 4'libre. 
Posee agrupación dihidroxílica libre en 3'y 4'. 
Esqueleto estructural básico : Quercetina 6 derivado. 
"Estructura más probable; 
OH 
Comprobación croinatográfica; 
Whatman nfi 1 
Técnica monodimensioncüL descendente. 
Saturación 1 hora. 
Valores de los Rf hallados para la aglicona frente a 
patrón de Quercetina, purificada por nosotros: 
Eluyentes 
Ac. acético 30 % 
B.A.W 4.1.5 











Se identifica la aglicona como el 
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PARTB B ; 
El concentrado de acetato de e^llo es croma-
togrctFiado en columna de Sephadex LH-20 y MBA como elu-
yente. 
Las fracciones más características según el 
primer estudio espectrofotométrico son: 
12,- Fracciones 20 - 22. 
2fi.- " 23 - 26. 
1S:;¿.PRACCI0NBS 20-22; 
Efectuados los ;iSistemátxcos estadios 
espectrofotométrieos y cromatográficos habituales; por 
los idénticos resultados obtenidos con respecto, a det«c»-
minadas fraciones de la hoja, se identificanreí 6-C-gBu-
cosil diosmetina y el 6-8 di-C»glucosil apigenina. 
28.- FRACCIONES 23-26 : 
Se identifican por los sistemas habi-
tuales a dos compuestos hallados en la hoja, formando 
parte de la Xilosil-vitexina, . que son : Kitexina e 
isovitexina. 
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3.2.4. III.- FLOR 
La flor ha sido estudiada siguiendo los mismos 
procedimientos que con la hoja y corteza. El exponer .. 
nuevamente todos los métodos sería reiterativo, pues 
ya han sido descritos ; asi que sólo exponemos aque-
llas diferencias observadas en el análisis del resto 
de los órganos. 
El contenido en flavanonas es grande, especial-
mente en Hesperidina, seguido de Briocitrina. Ya en 
el proceso de extracción con metanol se observa un pre-
cipitado blanco amsuíillento formado principalmente 
por flavanonas. 
Los flavonoies le siguen en concentración con 
la presencia de Limocitrina, Quercetina e Isoiiíamnetl-
na, así como dos más que no hemos podido identificar. 
En menor proporción están las flavonas y los 
C-glic6sidos, habiéndose encontrado los mismos qué en 
la hoja, aunque en menor proporción. Dentro de las 
flavonas las más abundantes son la Diosmetina -7-ramno 
glucósido y la luteolina-7-ramnoglucósido. 
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Por medio de las colwnnas de Sephadex 6-23 
Medio y agua se ha demostrado la viabilidad de sepa-
rar glicósidos de flavonoides, y con las de LH-20 
y MBA se pueden aislar tanto los glicósidos como las 
agliconas de los mismos. Hemos de considerar que 
los resultados que se obtienen con productos puros» 
libres de sustancias interferentes de cualquier ti-
po, difieren en la práctica de los que se pueden? 
conseguir con los extractos vegetales que contienen 
flavonoides y otras muchas sustancias» de carácter 
fenólico 6 sin él, y que tanto afectan a los volú-
menes de elución como al enmascaramiento de las 
reacciones de color y registros espectrofotométricos. 
Por todo ello» estas técnicas de cromatografía en 
coltunna» se han empleado de modo preparativo para 
completar secmidamente el proceso de aislamiento 
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por medio de la cromatogrcifía sobre papel con 
dos sistemas de elución diferentes (ácido acético 
al 13 ?i y T.B.A»). Cuando no se consigue aislar 
perfectamente un determinado compuesto por los pro-
cedimientos anteriores, recurrimos a otros^ especial-
mente a sistemas cromatográficos en papel. 
Espectros en ultravioleta en medio neutro,-
Para el estudio inicial de las estructuras 
de las flavonas perfectamente aisladas y purificadas 
hemos analizado las respuestas de casi todas las co-
nocidas hasta la fecha, cuyos conjuntos de datos los 
hemos obtenido, bien de las suministrados por los 
autores más reconocidos en la especiéUidad de los 
flavonoides, o bien por los conseguidos personalmen-
te a partir de sustancias puras. 
I 
LLegamos a una serie de conclusiones de 
carácter deductivo, sobre las que se podfian objetar 
ciertas consideraciones/ a las que nos anticipamos 
con los resultados experimentales obtenidos en la 
identificación de las flavonas aisladas, cuyo estudio 
preliminar está basado en la aplicación de las citadas 
conclusiones, seguido de un conjimto de otras técni-
cas analíticas que han ido comprobando paso a peiso 
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la veaidez y objetividad del estudio estructural 
inicial. 
c~giic6sidos,~ 
Lo expuesto en el apartado anterior sobre 
flávonas es perfectanente aplicable al análisis inicia 
de las estructuras de los C~glicósidos, y con la 
utilización del parámetro DEM y del tipo de respuesta 
espectral característica» observados en ciertos deriva-
dos, nos ha permitido conocer inicialmente la condi-
ción de sus estructura básica , lo que hemos compro-
bado por distintos caminos analíticos. 
4.2. PARTE II.-
Hoja. 
Para el estudio de los flavonoides exis-
tentes en este órgano hemos seguido unas técnicas sis-
temáticas con la finalidad de separar los distintos 
derivados, continuéindo seguidamente el análisis estruc-
tural de los mismos que iniciamos con las reaccione^ 
de color para determinar el grupo, lo que comproba-
mos inmediatamente con el primer fsttidid.con.los espec-
trogramas en el ultravioleta obtenidos en medio meutro» 
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que nos informa más ampliamente sobre la presencia ó 
ausencia de determinados sustituyentes y en el caso 
especial de las flavonas si son C~glicósidos en ! 
6 y/ú 8 y la calidad de las mismas, lo que consti-» 
tuye una de nuestras más originales aportaciones en 
el conjunto de esta tesis. Por medio de los reac-
tivos alcalinos y los formadores de complejos» amplia 
mos el estudio espectrofotométrico* La cromatografía 
sobre papel y capa fina, la hidrólisis alcalina 
aplicada sóio en determinados casos, y la hidrólisis 
acida para la caracterización de los azúcares y las 
agliconas, complementan a las demás técnicas pcira la 
identificación de cada flavonoide aislado. 
Deseamos destacar que en la identificación 
de determinados glicósidos de flavonoides , cpmo el 
glucósido del crisoeriol y la Xilosil-vitexina, no 
encontramos referencias bibliográficas sobre el ha-
llazgo de los mismos en el C.Limontun var. Bureka. 
Horovitz, 196Ó«aporta el Crisoeriol, pex>o en fofma 
de aglicona encontrado en corteza y no en la hoja. 
Los C-glicósidos identificados en hoja 6-C-glucosil 
Diosmetina y 6-8 dic-glucosil Apigenina, han sido 
aislados por otros autores en corteza de limón.Gen-
tili y Horovitz 1968. 
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Corteza.-
De los derivados flavonoideos identificados 
por nosotros en la corteza,expresaremos que están en 
concordéuicia con los citados por otros autores* 
Los flavonoles son más fáciles de aislar e 
identificcir en forma de aglicona a partir del hidro~ 
lizado total del extracto. Ello podría explicarse 
por tener estos compuestos sus tiniones heterosidicas 
muy lábiles. 
Flor.~ . 
Respecto a la flor con muy escasa bibliografía 
sobre su dotación flavonoidea, hemos observado que 
existen una gran ccuitidad de los mismos. Los re-
sultados que hemos obtenido, deben ser el comienzo 
•de una investigación más esdiaustiva. 
Se ha expuesto concisamente los resultados ob-
tenidos y las técnicas seguidas. sobre estas dos paxv 




la.-Por medio de columnas de Sephadex, LH-20f 
G-25 Medio y G-25 Fino, utilizando distintos disolven-
tes hidroalcohólicos y agua, es posible la separación 
de glicósidos flavonoideos y de sus agliconas. 
2a.- Hemos realizado un estudio de las respues-
tas espectrales en él ultravioleta de numerosas fla-
vonas en medio neutro, hallando una relación significa-
tiva entre el tipo de respuesta y los sustituyentes que 
las originan, lo que nos permite llegar a las siguientes 
conclusiones: 
A) Por el CRP podemos saber si existen susti-
tuyentes conjuntos en las posiciones 3'y 4Í 
B) Si en anillo B no existen sustituyentes. 
C) La presencia ó ausencia de hidroxilo en 
posición 5. 
o) La presencia de sustituyentes en 6 y/ú 8. 
E) Distinguir los C-glicósidos en 6 y/ú B. 
P) Diferenciar las flavonas con estructura 
original de la apigenina y de la luteolina. 
3^.- El estudio de los espectros de las'fla-
vonas en medio neutro es aplicado a los C-gliqósidos 
y con el empleo del parámetro DEM, hemos podido anali-
zar el origen de las estructuras básicas de los mismos. 
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que se derivan: de la Apigenina, Crisoeriol» Diosme-
tina ó Luteolina. 
4a,- De los extractos metanólicos de la hoja 
de limón Bureka, por procedimientos cromatográficos . 
en columna» papel y capa fina, así como del estudio 
de las fracciones aisladas por reacciones de color, 
estudio espectral en medio neutro, y con reactivosr. 
alcalinos y metálicos, y comprobando adunas por cro-
matografía en papel y capa fina, hemos identificado 
los siguientes glicósidos flavonoideos: 
7-glicósido del Crisoeriol 




7-gluc6sido de Apigenina . 
7-ramnogluc6sido de Diosmetina 
7-ramnogluc6sido de Luteolina 
Hesperidina< 
52.- De los extractos metanólicos de corte-
za de Citrus Limonwn var. Bureka, por procedimiüsntos 
idénticos que los seguidos en el estudio de la hoja, 
hemos conseguido identificar: 
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7-ramnogluc6sido de Luteolina 










62.- De los extractos metanólicos de flor del 
Citrus Limonum var. Eureka y por los pz^cedimientos 
ya citados se han aislado e identificado: 
7-ramnoglucósido de Luteolina 
7-ramnoglucósido de Diosmetina 
6-C-glucosil diosmetina 
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